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Bd. 302 (1955) 


Uber die DPN-Spaltung im Leberhomogenat 
Von 


Horst Frunder und Giinter Richter 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Strack) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1955) 


Um weiter zu klairen, wie weit Schnitt- und Homogenatreaktionen 
den in vivo ablaufenden aquivalent sind, werden in der vorliegenden 
Arbeit AusmaB und Mechanismus der DPN-Zerstérung im Leberhomo- 
genat untersucht. Terner! sowie Quastel und Zatman? hatten ge- 
funden, daB die DPN-Konzentrationen u. U. zum limitierenden Faktor 
von Stoffwechselreaktionen werden kénnen. Schon von Euler und 
Myrback® wiesen darauf hin, daB DPN postmortal rasch zerstért wird. 
Nach Handler und Klein‘ wird DPN an der NSA-Ribose-Bindung 
gespalten. Der Vorgang ist durch NSA zu hemmen (Lit. s. 1. ¢.°). Korn- 
berg und Lindberg® fanden danach neben einer DPN-Nucleotidase 
noch eine durch NSA nicht hemmbare Pyrophosphatase, die das DPN 
in Adenylsiure und NMN spaltet. In einigen Geweben herrscht die 
Nucleotidase, in anderen die Pyrophosphatase vor!»*. In friiheren Ar- 
beiten®? untersuchten wir den Stoffwechsel von Leberschnitten und 
-homogenaten. Wir fanden, daB abhangig von der Art der Gewebe- 
priparation der Stoffwechsel verschiedenartig ablaiuft. Es war daher von 
Interesse festzustellen, wie sich der DPN-Gehalt im Homogenat im 
Vergleich zum Schnitt® verhalt und welcher Spaltungstyp in der Mause- 
leber vorherrscht. 


C. Terner, Biochem. J. 52, 229 [1952]. 
J. H. Quastel u. L. J. Zatman, Biochem. biophysica Acta 1, 256 [1953]. 
H. v. Euler u. K. Myrback, diese Z. 177, 237 [1928]. 
P. Handler u. J. R. Klein, J. biol. Chemistry 148, 49 [1942]. 
H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 299, 39 [1955]. 
A. Kornberg u. O. Lindberg, J. biol. Chemistry 176, 655 [1948]. 
7H. Frunder, H. Dittrich, L. Lachhein u.I. Miteff, diese Z. 301, 210 
[1955]. 


Benutzte Abkiirzungen: 
= oxyd. Diphosphopyridin-nucleotid 
= red. Diphosphopyridin-nucleotid 
= Nicotinsiureamid 
= Nicotinamid-mononucleotid 
= Brenztraubensaure 
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2 Horst Frunder und Giinter Richter, Bd. 302 (1955) 


Methodik 


DPN und DPNH wurden nach Holzer, Goldschmidt, Lamprecht und 
Helmreich® mit der friiher beschriebenen Anordnung® bestimmt. Versuchstiere 
waren weiBe Mause von 16—20 g Gewicht. Suspensions- bzw. Homogenatfliissizkeit 
waren die friiher beschriebene K®- und PO,°°-reiche Ringerlésung’ und die 
isotonische Kaliumchlorid-Lésung nach Potter*. Die Lebern wurden im Kiihlraun 
bei 0—3° schnell und unter Schonung des Darmes prapariert und in eiskalter 
Ringerlésung kurz abgekiihlt. AnschlieBend wurden sie im kalten Glashomogeni. 
sator mit der eiskalten Suspensionsfliissigkeit bei 0° homogenisiert. Das fertige 
Homogenat wurde in drei gleiche Portionen geteilt. Die erste und zweite Portion 
wurden in je ein Warburg-Glaschen pipettiert, 5, 10, 30 oder 60 min bei 40° im 
Wasserbad unter Luftzutritt geschiittelt und anschlieBend mit Trichloressigsiure 
(TES) enteiweiBt. Die dritte Portion wurde sofort nach Homogenatanfertigung 
noch im Kiihlraum mit TES enteiweiSt. Dazu wurde das Homogenat in einen 
Glashomogenisator pipettiert, in dem sich schon die notwendige TES befand, und 
dann durchhomogenisiert. Bei den verschiedenen Homogenatverdiinnungen wurden 
die in Tab. 1 angegebenen Verhiltnisse gewahlt. 


Tab. 1. Versuchsanordnung. 








Homogenatverdiinnung Homogenat TES-Men 
i genat- oS- ge u. 
(Tl. aaa. + Tie. menge in ml TES-Konz. 
edium) 
1+2 3 2,5 ml 10% 
144 4 1,25 ml 20°/, 
alle Versuche mit DPN- 
Zusatz u. 1+10 5 0,62 ml 40°/, 








Fir die DPNH-Bestimmung wurde statt 1-n. heiBe 4-n. NaOH zum Ent. 
eiweiBen benutzt. Man konnte dann mehr Frischhomogenat zum Test einsetzen, 
Die NaOH-Endkonzentration wurde dadurch nicht verandert. 4 ml konzentrierten 
und verdiinnten Homogenats wurden mit 1,5 ml heiBer 4-n. NaOH versetzt. Durch 
die relativ groBe Frischhomogenatmenge wurde der enteiweiBte Ansatz stark 
abgekiihlt. Nach kurzem Homogenisieren wurde deshalb nochmals im kochenden 
Wasserbad erhitzt. Durch Kontrollversuche konnte gesichert werden, daB diese 
Abweichung von der Originalmethode die Bestimmung nicht nachweisbar beein- 
flu8t. Ohne Homogenat fanden wir nach beiden Verfahren nur 85—95°/, der vor. 
gelegten DPNH-Menge wieder. Der hierdurch entstehende Fehler fallt jedoch 
dadurch heraus, daB man den vor Inkubationsbeginn erhaltenen DPNH-Wert mit 


100° als Bezugsbasis festlegt. Die nach der Inkubation noch vorhandene DPNH- — 


Menge wird in °/, dieses Anfangswertes ausgedriickt. 
Aus dem gut durchmischten Homogenat wurden 2mal 0,1 ml zur Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl entnommen. Die gefundenen N-Werte waren Bezugs- 


gréBe zur Berechnung des DPN- bzw. DPNH-Gehaltes in y/mg Leber-N. Bei > 


den Versuchen mit NSA-Zusatz wurden 65°/, des eingesetzten NSA-Stickstoffs vom 
N-Wert des Homogenates abgezogen. Denn in mehrfachen Kontrollbestimmungen 
fanden sich bei der iiblichen Veraschungszeit regelmaBig nur 65°/, des NSA-Stick- 
stoffs nach dem KjeldahlaufschluB wieder. Es wurde deshalb nicht die Kjeldahl- 


8 H. Holzer, St.Goldschmidt, W.Lamprecht u. H.Helmreich, 
diese Z. 297, 1 [1954]. 

® H. Frunder, diese Z. 297, 267 [1954]. 

10 H. Frunder, diese Z. 291, 182 [1952]. 


11 V. R. Potter in W.W.Umbreit, R.H. Burris u. J. F. Stauffer, § 
197 | 


,,Manometric Technique and Tissue Metabolism“, 8.137. Burgers Publ. Comp. 
Minneapolis 1951. 
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Routinemethode geandert, sondern bei gleichbleibenden Veraschungszeiten die 
wiedergefundenen 65°/, der Berechnung zugrunde gelegt. 

Als Zusaitze wurden benutzt: DPN (teils von Béhringer, teils nach 
Le Page hergestellt) und daraus fermentativ oder mit Dithionit nach Pflei- 
derer’* hergestelltes DPNH. 


Um den Spaltungsmechanismus zu kennzeichnen, wurde neben der fermen- 
tativen DPN-Bestimmung der Fluorescenztest nach Huff und Perlzweig™® 
benutzt. Mit dieser Methode erfaBt man alle DPN-Spaltprodukte mit 5wertigem 
N}-substituiertem NSA, die in aquimolekularen Mengen die gleiche Fluorescenz- 
intensitat besitzen wie DPN®14. Mit der optischen Bestimmungsmethode laBt 
sich das AusmaB der gesamten DPN-Spaltung erfassen. Bei der gleichlaufenden 
fluorometrischen Bestimmung wird nur die durch DPN-Nucleotidasewirkung 
eingetretene DPN-Zerstérung gemessen. Fiir den durch Phosphatasen bewirkten 
Anteil der Spaltung sinkt die Fluore:cenzintensitaét nicht, wahrend die optisch be- 
stimmten DPN-Werte auch um diesen Anteil kleiner werden. Die Differenz zwischen 
optisch und fluorometrisch bestimmten Werten ergibt den Anteil der Phosphatase- 
wirkung an der DPN-Spaltung, wenn man voraussetzt, daB NMN und NSA- 
Riboside durch DPN-Nucleotidasen nicht weiter angegriffen werden. Zatman, 
Kaplan und Colowick® konnten dies fiir die DPN-Nucleotidasen aus Ochsen- 
milz und Neurospora crassa nachweisen. 


Es wurden 33-, 20-, 9- und 5-proz. Homogenate angefertigt. Bei den Versuchen 
nit DPN- und DPNH-Zusatzen (jeweils 6-10-4-m.DPN oder DPNH Endkonz.) 
in héheren Homogenatverdiinnungen wurde vom 5- bzw. 20-proz. Homogenat 
ausgegangen und anschlieBend mit der DPN- bzw. DPNH-haltigen Suspensions- 
flissigkeit weiter verdiinnt bis maximal 1 Tl. Gewebe auf 750 Tle. Suspensions- 
flissigkeit. 

Das pu des konzentrierten Homogenates (1-+-2) lag nach dem Homogenisieren 
mit isotonischer Kaliumchlorid- oder Phosphatringerlésung (letztere stets mit 
0,01-m. BTS-Na Endkonz.) vom px 7,2 zwischen px 6,4 und 6,6, beim Homogenat 
1+4 bei etwa 6,7. Durch das Lebergewebe wird in den konzentrierten Homogenaten 
das py der Suspensionsfliissigkeit veraéndert. Daher wurden die Versuche hinsicht- 
lich eines py-Kinflusses auf die DPN-Zerstérung nur mit verdiinnteren Homo- 
genaten (1+75) durchgefiihrt. Hierzu wurde Phosphatringerlésung vom py 7,2 
und 5,5 benutzt. 


Ergebnisse 
1. DPN-Spaltung in konzentrierten Leberhomogenaten 


Die Lebern wurden teils mit Phosphatringerlésung und teils mit 
isotonischer Kaliumchloridlésung homogenisiert. Das Verhiltnis von 
Lebergewebe und Suspensionsfliissigkeit wurde von 1 + 2 bis 1 + 10 
variiert. Diese Versuche sollten kliren, welchen Einflu8 Suspensions- 
flissigkeit und Homogenatverdiinnung auf die DPN-Zerstérung haben. 
Selbst bei 0° setzt das Homogenisieren des Lebergewebes die DPN-Konz. 
stark herab, und zwar wesentlich starker als das Anfertigen von Gewebe- 
schnitten (s. 1. c.5). Dabei ist das AusmaB der DPN-Zerstérung im kon- 
zentrierteren Homogenat bedeutend gréBer als im verdiinnteren (siehe 
Tab. 2). Unmittelbar nach dem Homogenisieren in der Kialte sind im 


22 W. Pfleiderer in Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

3 J.W. Huff u. W. A. Perlzweig, J. biol. Chemistry 167, 157 [1947]. 
14 Persénl. Mitt. von Herrn Dr. Hofmann, Berlin. 

6 L.J.Zatman, N. O. Kaplan u. 8. P. Colowick, J. biol. Chemistry 200, 
197 [1953]. 


1* 
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Tab. 2. DPN-Konzentrationen in Leberhomogenaten vor und nach 5 bzw. 10 min 
langer Inkubation in Phosphatringer- vom py 7,2 oder isoton. Kaliumchloridlésg, 
vom px 7,0 bei 40°. Angaben in y DPN/mg Leber-N. Zahl der Verss. in (). 








Sofortwert nach 5 min Ink. nach 10 min Ink. 
Stat. Konz.in vivo | 12,5 + 1,20 (16) 
(1. ¢.9) 
Leberschnitte(l.c.5)| 10,5 + 0,81 (5) n. 15’ Ink. 7,4 (7) 


Homogenat 1+2 
Phosphatringer 2,8 (2,0—3,1) (4) 1,2 (1,1—1,4) (4) 0,4 (0,4—0,5) (4) 
isoton. KC]-Lésg.} 1,8 u. 2,1 (2) 1,1 u. 1,3 (2) 0,8 u. 0,9 (2) 


Homogenat 1+-4 











Phosphatringer 8,2 + 1,5 (6) 0,96 + 0,35 (6) 0,48 + 0,2 (5) 

isoton. KCI-Lésg. | 6,0 (4,1—9,2) (4) | 1,3 (0,8—1,7) (4) | 1,0 (0,6—1,3) (4) 
Homogenat 1+10 

isoton. KCl-Lésg. | 5,15 (1) 1,45 (1) 1,0 (1) 


konzentrierten Homogenat (1 + 2) 80% zerstért, im verdiinnteren 
nur rd. 40%. Nach anschlieBender 5 min langer Inkubation bei 40° ist 
die DPN-Konz. noch stiarker abgesunken, nach 10 min bis auf Werte 
um und unter 1 y DPN/mg Leber-N. Jetzt bestehen keine wesentlichen 
Unterschiede mehr zwischen konz. und verdiinnterem Homogenat. Da- 
gegen finden sich in Leberschnitten nach 15 min Inkubation noch Men. 
gen von 7,4-y DPN/mg Leber-N. Die Zusammensetzung der zum Homo. 
genisieren verwendeten Suspensionsfliissigkeit (Phosphatringer- oder 
isotonische Kaliumchloridlésung) hat bei diesen Homogenatverdiinnun- 
gen keinen sicheren Einflu8 auf die DPN-Spaltung. 

Durch Zusatz von NSA kann die DPN-Spaltungsrate im Verlauf 
der Inkubation nur gering herabgesetzt werden. Im Vergleich zu den 
Versuchen ohne NSA tritt hier beim Sofortwert nach dem Homogeni- 
sieren bei 0° kein nachweisbarer DPN-Abfall auf. Aber bei der nach- 
folgenden Inkubation findet trotz NSA-Anwesenheit wiederum eine 
betrachtliche Spaltung statt, wenn auch hier die Endwerte deutlich 
hdher liegen als ohne NSA (s. Tab. 3). Ein Einflu8 der Homogenat- 
verdiinnung auf die Spaltungsrate ist bei NSA-Zusatz nicht eindeutig 
nachweisbar. 

Tab. 3. DPN-Konz. in Leberhomogenaten vor und nach 5 bzw. 10 min Inkubation 


in Phosphatringer- oder isoton. Kaliumchloridlésg. mit 4mal 10-?-m. NSA-End- 
konz. bei 40°. Angaben in y DPN/mg Leber-N. Zahl der Versuche in (). 





Sofortwert nach 5 min Ink. nach 10 min Ink. 





Homogenat 1+2 
Phosphatringer | 13,2 (12,4—14,1)(3) | 3,5 (2,6—4,1) (3) 1,3 (1,0—1,6) (3) 

Homogenat 1+4 
Phosphatringer 12,7 + 2,0 (6) 5,8 + 0,79 (6) 2,2 + 0,98 (6) 
isoton. KCl-Lésg. | 12,5 (11,4—14,3)(3) | 4,0 (3,1—5,0) (3) 1,7 

Homogenat 1+10 
isoton. KC]-Lésg. | 14,9 (1) 5,6 (1) 1,9 (1) 
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Anscheinend liegen zwei verschiedene Spaltungsmechanismen in 
der Miauseleber vor. Einer von ihnen tritt auch in der Kalte auf und ist 
durch NSA hemmbar. Der andere ist bei 0° gehemmt, kommt aber 
wahrend der Inkubation bei 40° zum Vorschein und wird durch NSA 
nicht beeinfluBt. Die verwendete NSA-Konz. von 4 + 10-2-m. Endkonz. 
ist annéhernd optimal, da Erhéhen auf 6 - 10-?-m. keine deutliche Ver- 
groBerung des Hemmeffektes gibt. Beim Herabsetzen auf 2 - 10-?-m. 
NSA-Endkonz. ist dagegen die Spaltungsrate gréBer (s. Tab. 4). 


Tab. 4. DPN-Konz. im Leberhomogenat (1 + 4) vor und nach Inkubation in iso- 
tonischer Kaliumchloridlésung vom py 7,0 bei verschiedenen NSA-Konzz. 











m-NSA-Endkonz. Sofortwert | nach 5 min Ink. | nach 10 min Ink. 
2-10-? 10,6 (10,0—11,4) (3)} 1,3 (1,0—1,5) (3) 1,1 (1,0—1,3) (3) 
4-107 12,5 (11,4—14,3) (3)} 4,0 (3,1—5,0) (3) 1,7 (1,4—2,0) (3) 
6- 10-2 11,3 u. 16,8 (2) 4,9 u. 4,9 (2) 2,6 u. 2,6 (2) 








2. Spaltung von zugesetztem DPN 
durch verdiinnte Leberhomogenate 


In den stark verdiinnten Homogenaten verlauft die Spaltung von zugesetztem 


_ DPN relativ langsam. Daher wurde der Verlauf der DPN-Zerstérung nach 30 und 


60 min Inkubation bei 40° bestimmt. Der DPN-Abfall im Verlauf der Inkubations- 
zeit wurde bei diesen Versuchen nicht in y/mg Leber-N ausgedriickt, sondern auf 
% des Sofortwertes umgerechnet. Zunachst wurde gepriift, ob bei Zusatz von 
6-10-*-m. DPN- oder DPNH-Endkonz. zur isoton. KCl-Lésg. vom px 7,0 ohne 
Lebergewebe nach 60 min Inkubation eine nicht fermentative Zerstérung statt- 
findet. Dies war beim DPN in vier iibereinstimmenden Versuchen nicht der Fall. 
Die eingesetzte Menge DPNH (chemisch und fermentativ bereitet) dagegen war 
nach 60 min auf rd. 94° des Anfangswertes abgefallen. Der DPNH-Abfall bei den 
Fermentversuchen wurde daher entsprechend korrigiert, um die reine Ferment- 
wirkung auszudriicken. Weiterhin wurde geklart, ob sich bei DPN-Zusatz nennens- 
werte Mengen DPNH anreichern und umgekehrt bei DPNH-Zusatz DPN. Das war 
nicht der Fall. Daher kénnen im wesentlichen simtliche festgestellten Anderungen 
in den DPN/DPNH-Konzz. auch auf DPN bzw. DPNH-spaltende Fermente zu- 
riickgefuhrt werden. 


Die Spaltung von zugesetztem DPN ist im konzentrierteren Leber- 


| homogenat sehr groB. Bei einer Homogenatverdiinnung von 1 + 20 ist 


nach 5 min Inkubation von der zugesetzten DPN-Menge nichts mehr 
nachweisbar. Dagegen sinkt bei einer Homogenatverdiinnung von 1 +- 
750 das zugesetzte DPN nach 30 min auf 50%, nach 60 min auf 30% 
des Sofortwertes. Durch Zusatz von 4:10-?-m. NSA (Endkonz.) wird 
die Spaltung betrichtlich, jedoch nicht vollstindig gehemmt. Nach 
30 min sind jetzt noch 90%, nach 60 min noch 80% vorhanden 
(s. Abb. 1). 

Steigert man die Homogenatkonzentration zunehmend von 1 + 750 
bis auf 1 + 25, so nimmt in Gegenwart von 4: 10-2-m. NSA-Endkonz. 
die DPN-Spaltung zu (s. Abb. 2). Der Einflu8 der NSA-hemmbaren 
Nucleotidase ist in diesen Versuchen bei Homogenatverdiinnung bis 
1+ 75 weitgehend unterdriickt, im konzentrierteren Homogenat 
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(1 + 25) jedoch weniger. Trotzdem ist auch hier die NSA-Wirkung 
deutlich. Denn ohne NSA-Zusatz ist bereits nach 5 min unter den glei- 
chen Versuchsbedingungen praktisch nichts mehr vom zugesetzten 
DPN nachweisbar. 

Um festzustellen, wie weit neben der NSA-hemmbaren Nucleotidase 
auch die erstmals von Kornberg und Lindberg® beschriebene Phos. 
phatase an der DPN-Spaltung im Leberhomogenat beteiligt ist, wurde 





| 100 

% 
60; 
60; 


40} 

















30 60 60 
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Abb. 1. Verlauf der DPN-Spaltung durch Leberhomogenat 1 + 750 in isoton. 
Kaliumchloridlésung vom py 7 mit 6 - 10-*-m. DPN-Endkonz. bei 40°. Ordinate: 
DPN in °%, des Sofortwertes; Abszisse: Inkubationszeit in Minuten. 

o: Ohne Zusatz von NSA, A: Mit 4- 10~-?-m. NSA Endkonz. 
Abb. 2. Verlauf der DPN-Spaltung durch Leberhomogenate 1 + 750 bis 1 + 25 in 
isoton. Kaliumchloridlésung vom py 7 mit 6 - 10-*-m. DPN- und 4- 10-?-m. NSA- 
Endkonz. bei 40°. Ordinate: DPN in °, des Sofortwertes; Abszisse: Inkubations- 
zeit in Minuten. 


o: Homogenat 1 + 750 O: Homogenat 1 + 75 
A: Homogenat 1 + 200 V: Homogenat 1 + 25 


parallel zur fermentativen DPN-Bestimmung auch der Fluorescenztest 
benutzt (s. unter Methodik). Beim Vergleich der fermentativ erhaltenen 
DPN-Werte mit den Fluorescenzwerten zeigt sich, daB im Verlauf der 
Inkubation beide verschieden stark abfallen. Unabhingig vom NSA- 
Zusatz nehmen die Differenzen zwischen beiden Werten mit steigender 
Homogenatkonz. zu (s. Abb. 3—5). Die Zusammensetzung der Sus- 
pensionsfliissigkeit hat keinen sicher signifikanten EinfluB auf die 
DPN-Spaltungsrate (s. Abb. 5). 

Aus diesen Ergebnissen geht weiter hervor, daB erstens neben einer 
DPN-Nucleotidase Phosphatasen an der DPN-Spaltung in der Mause- 
leber beteiligt sind und zweitens die verwendete NSA-Konz. die Nucleo- 
tidasewirkung nur teilweise hemmt. 
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Abb. 3. Verlauf der DPN-Spaltung durch Leberhomogenat 1 + 25 in isoton. Ka- 
liumchloridlésung vom py 7 mit 6- 10-*-m. DPN- und 4 - 10-2-m. NSA-Endkonz. 
bei 40°. Ordinate: DPN und Fluorescenzintensitat in °/, des Sofortwertes; Abszisse: 
Inkubationszeit in Minuten. 
o: Fermentativ bestimmte DPN-Werte, A: Fluorescenzwerte 


Zusammengehorige Versuche sind mit ausgezogenen oder gestrichelten Linien dar- 
gestellt. 
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Abb. 4. Verlauf der DPN-Spaltung durch Leberhomogenat 1 + 750 in isoton. 
Kaliumchloridlésung vom py 7 mit 6 - 10-4*-m. DPN-Endkonz. bei 40°. Ordinate: 
DPN und Fluorescenzintensitat in °{, des Sofortwertes; Abszisse: Inkubationszeit 
in Minuten. 

o: Fermentativ bestimmte DPN-Werte, A: Fluorescenzwerte 
Ausgezogene Linien: ohne NSA-Zusatz, gestrichelte Linien: mit 4- 10-2-m. NSA- 
Endkonz. 

Abb. 5. Verlauf der DPN-Spaltung im Leberhomogenat 1+ 75 in Phosphatringer 
vom pH 7,2 mit 6 - 10-4-m. DPN- und 4: 10-2-m. NSA-Endkonz. bei 40°. Ordinate: 
DPN und Fluorescenzintensitét in % des Sofortwertes; Abszisse: Inkubationszeit 
in Minuten. 

o: Fermentativ bestimmte DPN-Werte, A: Fluorescenzwerte 
Qu. A: Mittelwerte aus vier gleichartigen Bestimmungen in isoton. Kalium- 
chloridlésung. 
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Zur weiteren Charakterisierung des wirksamen Phosphatasetyps 
wurde die DPN-Spaltung auch bei py 5,5 untersucht und mit dem Ver. 
lauf bei py 7,2 verglichen (s. Abb. 6). Es zeigt sich, daB bei pu 5,5 die 
Phosphatasewirkung praktisch vollstandig unterdrickt ist. An der DPN. 
Spaltung ist jetzt nur noch die Nucleotidase beteiligt, die durch die 
pu-Anderung in ihrer Wirksamkeit kaum beeinflu&t wird. Orientierende 
Versuche zeigten, daB die Phosphatase durch Magnesiumionen nicht 
merklich aktiviert werden kann. 
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Abb. 6. Verlauf der DPN-Spaltung durch Leberhomogenat 1 + 75 in Phosphat- 

ringer vom px 7,2 und 5,5 mit 6 - 10-*-m. DPN- und 4- 10-2-m. NSA-Endkonz. bei 

40°. Ordinate: DPN und Fluorescenzintensitat in °{, des Sofortwertes; Abszisse: 
Inkubationszeit in Minuten. 


o: Fermentativ bestimmte DPN-Werte, A: Fluorescenzwerte 


3. DPNH-Spaltung durch Mauseleberhomogenat 


Die DPNH-Werte im konz. Homogenat (1 + 4) sind sofort nach 
dem Homogenisieren in der Kilte um 60—70% gegeniiber dem statio- 
naren Wert (s. 1. c.®) erniedrigt. NSA scheint keinen EinfluB auf die 
DPNH-Zerstérung auszuiiben (s. auch |. c.!5), wie dies auch schon bei 
den Schnittversuchen® festgestellt wurde. Nach 5 min Inkubation ist 
DPNH auf etwa 50% des Sofortwertes abgefallen, nach 10 min ist es 
nicht mehr sicher nachweisbar (s. Tab. 5). 


Tab. 5. DPNH in y/mg Leber-N im Homogenat 1 + 4 in isoton. Kaliumchlorid- 
lésung vom px 7 vor und nach Inkubation bei 40°. 











Sofortwert | nach 5 min Ink. | nach 10 min Ink. 
ohne NSA 2,8 u. 1,6 (2) 1,2 u.0 (2) 0 (2) 
mit 4+ 10-?-m. 
NSA Endkonz. 2,9 (1) | 1,3 (1) 0 (1) 


Setzt man zum stark verdiinnten Homogenat (1 + 750) DPNH zu, 
so wird davon im Verlauf von 60 min Inkubation etwa !/, gespalten. 
Die DPN-Spaltung dagegen ist unter den gleichen Versuchsbedingungen 
doppelt so groB (s. Abb. 7). DPN hat sich in den Ansatzen mit DPNH- 
Zusatz nicht angereichert. Da der Fluorescenztest zur direkten DPNH- 
Bestimmung ungeeignet ist, wurde zunichst auf eine weitere Charakteri- 
sierung des Spaltungsmechanismus verzichtet. 
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Frl. cand. med. E. Moses danken wir fiir fleiBige und zuverlassige Mitarbeit. 


a Zusammenfassung 

ae Homogenisieren von Lebergewebe bewirkt selbst bei 0° einen sehr 
starken Abfall der DPN- und DPNH-Konzentrationen. Bei einer 
Homogenatverdiinnung von 1 + 750 ist zugesetztes DPN nach 60 min 
Inkubation bei 40° zum gréBten Teil zerstort. 

wail Die DPN-Spaltung kann durch Zusatz von 4-10-?-m. NSA-Endkonz. 


ati teilweise, aber nicht vollstindig gehemmt werden. NSA hat auf die 
— Spaltungsrate des DPNH keinen EinfluB. 


f a In der Mauseleber ist hauptsiachlich eine NSA-hemmbare Nucleo- 
mn Del § tidase wirksam. Daneben ist noch eine Phosphatase an der Spaltung 
om KS beteiligt, die bei px 5,5 unwirksam wird. 

Summary 
lorid- 


Homogenization of liver tissue produces a very marked reduction 
of the DPN and DPNH concentration even at 0°C. In the case of a 
leale: homogenate dilution of 1 in 750, DPN which has been added is largely 
destroyed after 60 minutes incubation at 40°. 

The cleavage of DPN is partially, but not completely inhibited by 
the addition of NSA in a final concentration of 4-10-?-molar. NSA 
has no influence on the rate of cleavage of DPNH. 

The principal active factor in mouse liver is a nucleotidase which is 
inhibited by NSA. In addition a phosphatase which becomes inactive at 
pu 5-5 is involved in the cleavage. 
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Nachweis und Bestimmung von Glucosamin 
und Galaktosamin auf Papierchromatogrammen 
Von 
F. G. Fischer und Hans Joachim Nebel 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1955) 


Alfred Kiihn zum 70. Geburtstag gewidmet 


Zur Erkennung und quantitativen Bestimmung der beiden 2-Amino. 
hexosen ist bisher fast ausschlieBlich ihre Farbreaktion nach Elson 
und Morgan! verwendet worden. Die Reaktion ist jédoch nach den 
Untersuchungen verschiedener Autoren? und nach unseren eigenen Er- 
fahrungen nur unter bestimmten Voraussetzungen zuverlissig. Sobald 
in den zu priifenden Lésungen auch andere Kohlenhydrate und Amino- 
sduren oder primaire Amine, Pyrrol- oder Indol-Derivate enthalten sind, 
geben auch diese Stoffe nach Umsetzung mit Acetylaceton und dem 
Ehrlichschen Reagens eine Rotfairbung?. Die Anwesenheit solcher 
stérender Chromogene ist jedoch die Regel in den Hydrolysaten von 
Chitin oder Chondroitin enthaltenden Geweben, von Mucopolysaccha- 
riden und von anderen, Aminohexosen enthaltenden Stoffen. Daher gibt 
die Elson-Morgan-Reaktion in den meisten Fallen zu hohe Werte‘, 
die bis zum Doppelten der wirklichen Werte gehen kénnen5; sie kann 
auch in Abwesenheit der Aminohexosen positiv ausfallen®. 

Eine Unterscheidung von Glucosamin und Galaktosamin (Chon- 
drosamin) ist durch diese Farbreaktion nicht méglich, da beide Amino- 
zucker sie in gleicher Weise geben. 


Eine chromatographische Trennung zu ihrem qualitativen Nachweis ist von 
Masamune und Mitarbeitern angegeben und mehrfach untersucht worden’. In- 


1 L. A. Elson u. W. T. I. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 

2 I.W. Palmer, E. M. Smith u. K. Meyer, J. biol. Chemistry 119, 491 
[1937]; F. L. Hewitt, Biochem. J. 82, 1554 [1938]. 

3 R. Boyer u. O. Firth, Biochem. Z. 282, 242 [1935]; H. N. Horowitz, 
M. Ikawa u. M. Fling, Arch. Biochemistry 25, 226 [1950]. 

4 C. P. Sideris, H. Y. Joung u. B. H. Krauss, J. biol. Chemistry 126, 233 
[1938]; A. Bendich u. E.Chargaff, ebenda 166, 283 [1946]; D. Amidoff, 
W. T. I. Morgan u. W. M. Watkins, Biochem. J. 51, 379 [1952]. 

5 N. F. Boas, J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]. 

6 I. Immers u. E. Vasseur, Nature [London] 165, 898 [1950]; Acta chem. 
scand. 6, 363 [1952]. 

7 H. Masamune, Z. Yoshizawa u. M. Maki, Tohoku J. Exp. Med. 53, 
237 [1951] (C. A. 1951, 9576); H. Masamune u. M. Maki, ebenda 55, 299 [1952] 
(C. A. 1958, 11303); H. Masamune u. Z. Yoshizawa, ebenda 59, 1 [1953] (C. A. 
1954, 7076). Siehe auch: D.M. Waldron, Nature [London] 170, 461 [1952]; 
L. I. Woolf, ebenda 171, 841 [1953]. 
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dessen gelingt nach unseren Erfahrungen mit keinem der von den japanischen 
Autoren angegebenen Lisungsmittelgemische eine derart scharfe Scheidung, daB 
auch quantitative Bestimmungen der beiden Hexosamine méglich waren. Als 
weiteres Trennverfahren ist die Chromatographie der N-2.4-Dinitrophenyl-Deri- 
vate in der Cellulose-Saéule beschrieben worden’. Quantitative Ergebnisse wurden 
erhalten durch fraktionierte Elution der Hexosamin-Hydrochloride aus einer Kat- 
jonenaustauscher-Saule (Dowex 50)°, oder — in jiingster Zeit — aus einer Zeocarb- 
225-Saule!®. Der Nachweis der Aminozucker auf den Papierchromatogrammen bzw. 
ihre Bestimmung in den Eluat-Fraktionen wurde in den erwahnten Arbeiten stets 
nach Elson und Morgan ausgefiihrt. 

Wir fanden, daB die Chromatographie auf dem Papierbogen 
bei Anwendung geeigneter Lésungsmittelgemische eine scharfe Trennung 
von Glucosamin und Galaktosamin voneinander und auch von anderen 
Sacchariden und Aminosauren bewirkt, so da nicht nur ihre sichere 
Identifizierung, sondern auch ihre quantitative Bestimmung 
gelingt. 

Dazu bieten die beiden Aminohexosen sowohl durch die Reaktion 
mit Ninhydrin wie durch die Reduktion von Triphenyltetra- 
zoliumhydroxyd zum roten Formazan zwei Moglichkeiten; beide 
Reaktionen lassen sich auf dem Papierbogen zu exakten quantitativen 
Methoden gestalten1!>!2. 

Als am besten geeignete Trennfliissigkeit ermittelten wir nach 
zahlreichen Versuchsreihen das gleiche Lésungsmittelgemisch, das auch 
bei der Chromatographie der Uronsauren sich bewahrt hatte1* (s. Tab. 1). 
Nach einer Laufstrecke, die zur vollstindigen Trennung der beiden 
Aminohexosen voneinander und von Uronséuren und Aminoséuren zu- 
reicht, bleiben die Flecken scharf umrissen und haben eine Ausdehnung, 
die nur etwa das Vierfache des Startstriches betragt. 


Tab. 1. Laufstrecken der beiden 2-Amino-hexosen, der Uronsiuren und einiger 

Aminosiuren mit dem Trenngemisch Pyridin-Essigester-Wasser-Hisessig 5: 5:3: 1 

(v/v) im Durchlaufchromatogramm nach 48 Stdn. bei 20°. Zur Dampfsattigung im 
Kastenboden: Pyridin-Essigester-Wasser 11 : 40:6 (v/v). 





p-Galakturonsaure 6,5 cm p-Galaktosamin 12,5 cm 
p-Glucuronsaure 8,8 cm p-Glucosamin 14,5 cm 
p-Mannuronsaure 11,0 cm L-Valin 18,0 cm 
L-Alanin, L-Threonin und 

L-Prolin 10,0 cm 


Die Farbentwicklung mit Triphenyltetrazoliumbase hat im Vergleich zu 
jener mit Ninhydrin den Nachteil der gréBeren Abhangigkeit von der Temperatur 
und der unvermeidlichen, relativ hohen ,,Papier-Leerwerte“. Wir glaubten daher 
zu Beginn unserer Versuche, der Ninhydrin-Methode den Vorzug geben zu miissen. 


no 8 E.F. Annison, A.T. James u. W.T.I. Morgan, Biochem. J. 48, 477 
1951]. 

® §. Gardell, Acta chem. scand. 7, 207 [1953]. 

10 C. I. M. Rondle u. W. T. I. Morgan, Proc. Biochem. Soc. 1955 (Biochem. 
J. 59, Februar-Heft XIIT). 

uF. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 

2 F, G. Fischer u. H. Dorfel, diese Z. 297, 164 [1954]. 

13 F, G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 801, 224 [1955}. 
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Doch sind die Extinktionen des von gleichen Hexosamin-Mengen gebildeten Forma. 
zans etwa 2—2!/, mal gréBer als die des Cu-Salzes des Ninhydrin-Farbstoffes. Der 
Anstieg der Extinktionen (tg) der Farblésung bei steigenden Hexosamin-Mengen 
(5—20 wg) betrigt bei der Ninhydrin-Reaktion von Glucosamin nur 40°, von 
Galaktosamin nur 33°/, von dem der Formazan-Bildung. 

Vor- und Nachteile der beiden Farbentwicklungsmethoden gleichen 
sich im ganzen aus; wir fanden, dafs die mittleren Streuungen der er. 
haltenen Werte durch Formazan-Bildung 1—3%, durch die Ninhydrin. 
Reaktion 2—4% betragen. 

Wenn jedoch die Hexosamine in einem Hydrolysat bestimmt 
werden sollen, in dem auch Protein-Spaltstiicke sich befinden, 
verdient die Formazan-Entwicklung unbedingt den Vorzug. 

Das in Tab. 1 angegebene Lésungsmittelgemisch trennt zwar (schon in 
24 Stdn.) beide Hexosamine von allen Aminosiuren: Die Aminozucker kommen in 
die breite Liicke zu stehen, die zwischen den langsamer wandernden Alanin, Threo. 
nin, Prolin und dem schneller wandernden Valin sich ausbildet (siehe Tab. 1), 
Die zur Freilegung der Hexosamine aus chitinhaltigem Material, aus Knorpel, aus 
Mucoproteiden usw. optimale Hydrolyse (4 Stdn. bei 100° mit 7-n. HCI; siehe weiter 
unten) spaltet jedoch Proteine, zumal Skleroproteine, nicht vollstandig. Die im 
Hydrolysat vorhandenen Peptide werden nicht restlos von den Aminohexosen ge- 
trennt. 

Wir fanden z. B. bei Bestimmungen von Chitin in Pilzen, dag 
die durch Ninhydrin-Entwicklung der Chromatogramme erhaltenen 
Glucosamin-Werte héher waren (bis zu 25%) als die durch Formazan. 
Bildung gewonnenen. Beide Verfahren ergaben jedoch gleiche Werte, 
sobald die proteinfreie, durch Behandlung mit Natronlauge erhaltene 
Skelett-Substanz dieser Pilze untersucht wurde. Ebenso wurden gleiche 
Werte erhalten, als Hydrolysate von gereinigtem Chitin zu Vergleichs. 
bestimmungen herangezogen wurden. 

Formazanbildende Stoffe, die mit den Hexosaminen interferieren 
k6énnten, sind in den Hydrolysaten nicht enthalten, auch wenn eiweib- 
oder polysaccharidhaltige Ausgangsmaterialien vorliegen. Wir stellten 
in mehreren Versuchsreihen fest, dafi die nach der Formazan-Methode 
ermittelten Glucosamin-Werte eines Hydrolysats von reinem Chitin sich 
nicht anderten, als dem Chitin vor der Hydrolyse Proteine, Polysaccha- 


Tab. 2. Hydrolyse von Chitin in Anwesenheit von Pilz-Substanz (4 Stdn. bei 100° 
mit 7-n. HCl hydrolysiert. Formazan-Entwicklung. Mittelwerte aus 6—12 Einzel- 














werten). 
Glucosamin-anhydrid in % 
der Einwaage 
gefunden | berechnet 

1. gereinigtes Chitin (aus Garnelen). .... . Bye 71,0 - 
2. Lamellen von T'richoloma albobrunneum (weiB- 

brauner Ritterling). ........... dx 3,7 _ 
3. Chitin + Lamellen von 7’. albobrunneum (Gew.-Ver- 

haltnis 1 : 5 bis 1 : 20; Mittel aus 4 Versuchsreihen) 10,7 10,7 
4. gereinigtes Chitin + Glucose + Galaktose + Xylose 

(Gew.-Verhaltnis 1:1) ............ 70,8 71,0 
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ride oder Polyuronsauren enthaltende Stoffe zugesetzt wurden (bis zur 
20fachen Menge). Als Beispiel seien die Ergebnisse einiger Hydrolysen 
nach Zugabe wechselnder Mengen von Lamellen eines Pilzes (Ritterling) 
und von drei Monosacchariden angegeben (Tab. 2). 

Die Uronséuren werden vollstandig zerstért, die neutralen Di- und 
Oligosaccharide vollstindig hydrolysiert und gréBtenteils zerstért. Die 
Bestimmung der Hexosamine nach papierchromatographischer Tren- 
nung durch Formazanbildung ist also auch in Anwesenheit groBer Mengen 
anderer Stoffe durchaus zuverlassig. Mit ihrer Hilfe 1iBt sich unschwer 
feststellen, daB die Farbreaktion nach Elson und Morgan z. B. in 
Hydrolysaten von Pilzen, von Insekten-Teilen und von Muco- 
proteiden durchweg zu hohe Werte gibt. Die in Tab. 3 angegebenen 
Differenzen verminderten sich nicht durch eine Verlangerung der Hydro- 
lysendauer auf 8,5 Stunden. 

Die Bestimmung von reinem Glucosamin und von Glucosamin in 
Hydrolysaten von Chitin hatte unter gleichen Versuchsbedingungen 
nach beiden Methoden iibereinstimmende Werte gegeben (mittlere 
Streuung 2%). 

Tab. 3. Papierchromatographische Glucosamin-Bestimmung (a) im Vergleich zu 


solchen nach Elson und Morgan, ausgefiihrt nach J. c.’4 (b). (Hydrolysen mit 
1-n. HCl, 4 Stdn. bei 100°. Formazan-Entwicklung. Mittelwerte aus 4—6 Einzel- 














werten). 
Glucosamin-anhydrid in °%, 
der Einwaage 
' Differenz 
a b in% 
Stiel von Hygrophorus eburneus (Elfenbein-Schneck- 
BUREN a esh cg a it resate hyn fe! “a: fh, sais ot abana @begaice~ we 4,5 4,9 9 
Lamellen von T'richoloma albobrunneum (weiB- 
DrAner Ewer)  . < . 5 6 sg ee ee 3,7 4,2 ii 
Calliphora erythrocephala (SchmeiBfliege, mit Ace- 
OTM Ts 51S oo eh S45 rae oo Sie 49 8,0 63 


Da in den allermeisten Fallen der chromatographischen Bestimmung 
der Hexosamine ihre Freilegung durch Saéure-Hydrolyse vorangehen 
muB, wurden einige Versuchsreihen zur Ermittlung der optimalen Hy- 
drolysen-Bedingungen ausgefihrt. Diese kénnen verstandlicher- 
weise recht verschieden sein, je nach der zu hydrolysierenden Substanz. 
Die Hexosamine sind gegen heiBe Mineralsiuren zwar viel unempfind- 
licher als die neutralen Hexosen, jedoch durchaus nicht bestandig. Wir 
fanden, daB Glucosamin z. B. beim 4-stdg. Erhitzen in 7-n. Salzsaéure 
auf 100° zu 5% zerstért wird. Mit diesem Verlust wird man also maximal 
bei Hydrolysen unter den angegebenen Bedingungen zu rechnen haben. 


14M. V. Tracey in K. Paech u. M. V. Tracey, Moderne Methoden der 
Pflanzenanalyse, Bd. II, 8. 268, Springer-Verlag. Die Salzsiure wurde in unseren 
Versuchen aus den Hydrolysaten mit Silbercarbonat entfernt. 
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Nach 2-stdg. Erhitzen in konz. Salzsiure (12-n.) auf 100° (Einschlu8. 
rohrchen) sind 19% Glucosamin zersetzt. 

Reines Chitin (aus Garnelen-Schalen), mit 7-n. HCl bei:100° hydro. 
lysiert, gibt nach 4 Stdn. maximale Glucosamin-Ausbeuten. 


Tab. 4. Hydrolyse von Chitin durch 7-n. HCl bei 100°. Glucosamin-anhydrid 
in % der Einwaage. Mittelwerte aus 6 Einzelwerten. 





2Stdn. 70,4 | 4Stdn. 71,2 | 6Stdn. 70,4 | 8Stdn. 67,1 


Das Chitin war aus Garnelen-Schalen in der iiblichen Weise dargestellt und 
bei 60°, 0,1 Torr, getrocknet worden. Das Glucosamin wurde chromatographisch 
bestimmt. Die maximale Ausbeute entspricht 91°% Acetylglucosamin-anhydrid, 
Hydrolysen mit 6-n. HCl gaben gleiche Ergebnisse. Cuprometrische Bestimmungen 
liefern héhere Werte (maximal um 11°/,), die auf reduzierende Zersetzungsprodukte 
schlieBen lassen. 

Das iibliche, auf G. Ledderhose zuriickgehende praparative Verfahren zur 
Darstellung des Glucosamin-hydrochlorids durch wiederholte, langer dauernde Be- 
handlung von Chitin mit konz. Salzsiure zerstért 20—30°,, der Aminohexose. 

Auch die praparative Darstellung von Glucosamin-hydrochlorid aus Chitin 
wird am besten mit 7-n. HCl durch 4-stdg. Erhitzen auf 100° ausgefiihrt (siehe die 
Angabe im method. Teil). 

Wesentlich fiir die vollstaéndige Hydrolyse von Chitin ist allerdings, 
daB es mit konz. Salzsiure in Lésung gebracht wird, bevor die Saure 
auf 6- oder 7-n. verdiinnt wird; denn mit einer Saiure dieser Konzen- 
tration ist ungeléstes Chitin auch nach 15 Stdn. bei 100° nicht quanti- 
tativ gespalten. 

4-stdg. Erhitzen auf 100° mit 7-n. Salzsiiure (nach vorhergehender 
Lésung der Substanz bei 50°) erwies sich in zahlreichen Analysen als 
hinreichend, um Chitin im Gewebe von Pilzen (meistens Basidiomy- 
ceten) und Flechten quantitativ zu erfassen, ebenso um die Hexosamine 
von Knorpel und von Mucin vollstandig freizulegen. Auch Hyaluron- 
siure und Heparin geben nach einer derartigen Hydrolyse maximale 
Hexosamin-Mengen (s. Tab. 6). Insekten-Teile sind meistens schwie- 
riger zu hydrolysieren, da sie sich nur langsam und oft unvollstandig in 
konz. Salzsiure lésen. Eine sorgfaltige Extraktion der Lipoide zur 
besseren Benetzung der zu hydrolysierenden Substanz und ein mehr- 
stiindiges Erwairmen in der konz. Saiure auf 50° ist dann notwendig. 

Vor der Chromatographie der Hydrolysate ist ihre Entsiuerung 
unerlaBlich. Am einfachsten wire es, die Hydrolysate im Exsiccator 
zur Trockne einzudampfen und so die Salzsiure zu entfernen. Wir 
haben festgestellt, daB dadurch die Hexosamin-Werte vieler Hydrolysate 
bis auf die Halfte oder drei Viertel der tatsachlichen zurickgehen k6nnen. 
Loésungen aus Glucosamin-hydrochlorid in Salzsiure oder Hydrolysate 
von reinem Chitin zeigen auch nach dem Eindampfen zur Trockne nicht 
die geringsten Verluste (s. Tab. 5). Ebensowenig sind Verluste festzu- 
stellen, wenn diesen sauren Lésungen Aminosiuren zugesetzt wurden, 
wohl aber, wenn Monosaccharide vor der Hydrolyse oder vor dem Ein- 
trocknen beigemischt werden. Es sind also Zuckerstoffe oder ihre Zer- 








Verl 
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setzungsprodukte, die mit den Aminohexosen beim Eintrocknen der 
salzsauren Hydrolysate reagieren und die Verluste bedingen. Vermutlich 
treten Vorginge ein, die den sog. Reversionserscheinungen bei sauren, 
konzentrierten Monosaccharid-Lésungen an die Seite zu stellen sind. 


Tab. 5. Verluste an Glucosamin beim Eintrocknen salzsaurer Hydrolysate. 
a) Hydrolysat im Exsiccator bei Raumtemperatur zur Trockne eingedampft; b) Salz- 
sdiure mit Silbercarbonat entfernt. 

















Glucosamin-anhydrid in ° 
der Einwaage 
Differenz 
a b in % 
a eel ieee Sener Sat ae 70,6 71,0 0,5 
2.Lamellen von T'richoloma albobrunneum... . ZS 3,7 38 
2,0 3,7 46 
3. Stiel von Cantharellus cibarius (Pfifferling). . . 1,4 3,8 63 
4, Hut von Boletus edulis (Steinpilz). . ..... 2.2 4,1 46 
5. Stiel von Lepiota procera (Parasol-Pilz) ... . 7,5 14,3 47 
6.Chitin + Gemisch aus 18 Aminosiuren . .. . 69,0 | 71,0 2 
70,7 71,0 0.4 
7. Chitin +- Gemisch aus Glucose, Galaktose, Man- 

OT NA et Sed UTE dae: ich wx je, as Blue 39,3 | 70,8 44 
NUON ee ggg tae & 99,8 99,9 0 
9,Glucosamin + Gemisch aus Glucose, Galaktose, 

PROG, NAORD 35 (5 Te ois se ss fe se) se 82,5 | 100 17 


Die Ansitze 1—7 wurden 4 Stdn. bei 100° mit 7-n. HCl hydrolysiert. Die An- 
sitze 8 u. 9 (eingewogen Glucosamin-hydrochlorid) wurden nicht erhitzt, sondern 
sofort nach Lésen in 7-n. HCl entspr. a und b aufgearbeitet. Das Aminosauren- 
Gemisch in Ansatz 6 enthielt die Sauren in gleichmolaren Mengen, insgesamt mit 
dem dreifachen Gewicht des Chitins. Die 4 Monosen in den Ansiatzen 7 und 9 lagen 
in gleichmolaren Mengen vor und wogen insgesamt das 30fache des Chitins bzw. 
Glucosamins. Die Zahlen sind Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten. 


Sofern Kohlenhydrate auBer den Aminohexosen in einem Hydro- 
lysat vorliegen (wie es meistens der Fall ist), ist das Eindampfen 
zur Trockne unzulassig". Es ist bemerkenswert, daB das gemeinsame 
Erhitzen von Hexosamin und neutralen Sacchariden in verdiinnteren, 


15 Die von M. V. Tracey 1. c.1* jiingst angegebene Vorschrift zur quantita- 
tiven Bestimmung von Chitin kann daher nicht zu richtigen Werten fiihren. Vor 
der colorimetrischen Bestimmung nach Elson und Morgan werden die salzsauren 
Hydrolysate im Exsiccator eingetrocknet. Die dabei eintretenden Verluste werden 
allerdings durch die zu hohen Werte der colorimetrischen Methode zum Tei] wett- 
gemacht, wie aus folgenden Versuchen hervorgeht: 

1. Glucosamin + Glucose + Galaktose + Mannose + Xylose in 7-n. HCl gelést 
und im Vakuumexsiccator zur Trockne eingedampft: Chromatogr. 87,4%, nach 
Elson-Morgan 93,6% der Einwaage. 

2. Wie 1., jedoch 4 Stdn. in 7-n. HCl bei 100°, dann eingetrocknet: Chromatogr. 
58,6%, nach Elson-Morgan 81,0% der Einwaage. 


Die neutralen Monosaccharide waren in beiden Versuchen in gleichmolaren 
Verhaltnissen zusammen das 20fache des Glucosamins. 
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sauren Lésungen (unter den Bedingungen der Hydrolyse) keine stiarkcren 
Hexosamin-Verluste bewirkt (s. auch Tab. 3). Es wire sonst jede Hexo. 
samin-Bestimmung nach Hydrolyse von kohlenhydrathaltigen Stoffen 
von vornherein unrichtig. 

Wir fanden, daB die Entfernung der Salzsiure am zweck. 
maBigsten durch Zugabe der berechneten Menge Silbercarbonat geschieht 
(siehe die methodischen Angaben) und vergewisserten uns durch einige 
Versuchsreihen, da8 dadurch keine Anderung der Hexosamin-Konzen- 
tration in der Lésung eintritt. Alle in der vorliegenden Arbeit angege- 
benen Beispiele chromatographischer Bestimmungen (mit Ausnahme 
der in Tab. 5, Spalte a, angegebenen) sind mit Hydrolysaten ausgefiihrt 
worden, die in dieser Weise entsiuert worden waren. 

In Tab. 6 sind einige weitere Beispiele der von uns ausgefiihrten 
chromatographischen Hexosamin-Bestimmungen angegeben. 


Tab. 6. Glucosamin- und Galaktosamin-Gehalt einiger Substanzen (°/, der Ein- 
waage an Glucosamin-anhydrid [a], bzw. Galaktosamin-anhydrid [b]). 








a b 
Boi a rene 20,4 | 0 
2.Hyaluronsiure. ........ 15,1 | 5,5 
5 Jt aS a Barus 10,9 | 6,1 
4.Nabelschnur ......... 2,0 | 0,8 
5.Knorpel ...... 1,0 | °8,3 
6. Puppenhiute v. Ephestia kithniella 
he-Stamm ....... 16,8 | 0 
16,7 
16,7 
ci Ni Re a a 17,47 |'O 
18,1 
18,3 
7. Bugula avicularia (Bryozoa cheilo- 
a 15] 0 
1,5 
1,5 
1,6 
8. Puppenhaute von Calliphora ery- 
throcephala .......... 28,2 | 0 








Alle Praparate bei 60°, 0,1 Torr iiber P,O; bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Praparat 1 verdanken wir der Deutschen Hoffmann-La Roche A. G., 
Grenzach (Baden); naihere Angaben |. c.°. 2. Handelspraparat (aus menschlichen 


Nabelschniiren) der General-Biochemicals Ing., Chagrin Falls, USA. 3. Aus F 


der Schleimhaut von Schweine-Magen. 4. Vom Menschen, mit Aceton entfettet. 
5. Von der Luftréhre des Rindes. 6. Von Herrn Prof. A. Kiihn, Max-Planck-In- 
stitut fiir Biologie, Tiibingen, zur Verfiigung gestellt; mit Benzol-Athanol wachs- 
frei extrahiert (Gew.-Verlust 21,59). 7. Von Doz. Dr. D. Schneider, daselbst, 
zur Verfiigung gestellt (42,8°{, Asche). 8. Unvorbehandelt. 


Durchweg Mittelwerte aus 6 Einzelwerten. Die unter 6. und 7. angegebenen 


Werte wurden jeweils aus verschiedenen Hydrolysaten erhalten. 
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eXo- Methodische Angaben 

ff 

— Die Hydrolyse 

i Wenn das zu analysierende Objekt von konz. Salzsaure nicht leicht und voll- 
pe s standig benetzt wird, wie das bei Insekten-Teilen haufig der Fall ist, ist es not- 
ieht wendig, vor der Hydrolyse die Lipoide zu extrahieren (z. B. mit Aceton oder Benzol- 
nige Athanol). Konz. Salzsaure (12-n.) lést gereinigtes Chitin (aus Garnelenschalen) bei 
zen- 50° schnell auf, 7-n. HCl (22-Gew.-°%) hingegen nicht. Ungeléstes Chitin wird von 
¥ 7-n. HCl auch bei 16-stdg. Erhitzen auf 100° nicht vollstandig hydrolysiert. Es ist 
eee daher erforderlich, vor dem Verdiinnen der Saéure die Analysensubstanz méglichst 
hme volistandig in der konz. Saure quellen zu lassen und zu lésen. Meistens (z. B. bei 
iihrt Mucosacchariden und Pilzmaterial) geniigt ein Erwarmen auf 50° fiir 2—4 Min. 


In einigen Fallen (z. B. Puppenhaute und Fliigeldeckel von Insekten) wurden die 
maximalen Glucosamin-Werte erhalten durch 2—6-stdg. Behandlung mit konz. 
rten Salzsiure bei 50° (im zugeschmolzenen Glas), der eine 4-stdg. Hydrolyse mit 7-n. HCl 
bei 100° folgte. Erhitzen mit konz. Salzsiure auf 100° zerstért die Hexosamine zu 
erheblichen Prozentsatzen; langere Hydrolyse mit 7-n.Saure erhdht die Werte nicht. 
“a 15—150 mg Substanz (je nach dem Hexosamin-Gehalt) werden in einem Rea- 
Ein. genzglas (15 x 1,5 cm) mit 1,0 ml reiner konz. Salzsaure (12-n.) versetzt. Das Glas 
wird mit einem Gummistopfen dicht verschlossen und, bei gréber verteilten oder 
schwer quellbaren Stoffen, etwa 12 Stdn. bei Raumtemperatur stehen gelassen, 
dann verschlossen 2—4 Min. auf 50° erwirmt. Gut quellende Substanzen kénnen 
sofort erwarmt werden. Nach dem Abkiihlen wird die Saure mit 0,8 ml Wasser auf 
7-n. verdiinnt und das dann zugeschmolzene Reagenzglas 4 Stdn. im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Es folgt die Verdiinnung des Hydrolysats auf ein bestimmtes 
Volumen (etwa 25 ml), so daB es 200—800 ug Hexosamin pro ml enthalt, und die 
Entsiuerung eines aliquoten Teiles. Es wurden z. B. 5 ml in einem Zentrifugen- 
glischen mit der (aus der verwendeten Salzsiure-Menge) berechneten Menge Silber- 
carbonat verriihrt. Die Neutralisation darf nur bis py 4—5 erfolgen (Tiipfelprobe) ; 
es mu8 peinlich vermieden werden, da8 sie bis py 7 fortschreitet und daB Silber- 
ionen in der Lésung verbleiben. In einfacher Weise la8t sich die Uberschreitung 
von pH 4—5 vermeiden durch Zugabe von 2—3 Tropfen Eisessig zum Hydro- 
lysat vor dem Auffiillen. Die Entfernung der Salzsiure ]a8t sich auch mit feinst 
gepulvertem Silberacetat ausfiihren; da dieses Salz jedoch schwer benetzt wird, 
braucht sie dann etwas mehr Zeit. 

Nach dem Abzentrifugieren des Silberchlorid-Niederschlages (Glischen mit 
Gummistopfen verschlieBen, zur Vermeidung einer Verdampfung!) ist die Lésung 
fertig zur Chromatographie. 

Durch 4 Kontrollbestimmungen (Chromatographie, TTC-Methode) wurde 
festgestellt, daB durch die beschriebene Fallung von Silberchlorid aus einer salz- 
sauren Losung von Glucosamin sich dessen Konzentration nicht merklich andert 
Die erhaltenen Werte streuten innerhalb der iiblichen Fehlergrenze von + 2°). 
Auch Hydrolysate, die nur 200—20 ug Hexosamin pro m/ enthalten, kénnen auf 
_ diesem Wege ohne Verluste entséuert und chromatographiert werden. Es miissen 
' dann allerdings unbequem groBe Mengen (bis 200 ul) Analysenlésung pro Start- 





a _  strich aufgetragen werden. Bei Einwaagen von 1—2 mg Substanz wird das Hydro- 
hen | lysat zweckmaBig auf 5 ml aufgefiillt. Die mittlere Streuung solcher Mikro- 
Aus | >estimmungen ist verstandlicherweise gréBer (bis 10°). 
tet. 
= Die Chromatographie 

‘S- 4 
bet, Die Laufrichtung ist senkrecht zur Richtung der Papierfaser zu wihlen. Auf 
Startstriche von 2 cm Linge werden soviele yl (10—40) von Analysen- und Ver- 
- gleichslésung aufgetragen, daB sich 5—50 ug jeder Aminohexose pro Startstrich 


befinden. Bei kurzen Laufstrecken sind 5—20 ug, bei langen Laufstrecken 20—50 ug 
zweckmaBig. Im iibrigen wurde nach den friiheren Angaben!” verfahren. i 
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Ein Chromatogramm mit 6 Trennbahnen (3 mit der Analysenlésung, 3 mit 
der Vergleichslésung; Mengenverhiltnisse 1:2:4) liefert schon Werte, die fiir die 
meisten Zwecke hinreichend genau sind. 

Trennflissigkeit: Pyridin-Essigester-Wasser-Hisessig 5:5:3:1 (v/v). Fliis- 
sigkeit im Kastenboden: Pyridin-Essigester-Wasser 11:40:6 (v/v). Durchlauf. 
chromatographie bei 20°. Nach 48 Stdn. ist Galaktosamin z. B. 15 cm, Glucos. 
amin 18cm weit gewandert, wenn die Fliissigkeit im Kastenboden frisch ein. 
gefiillt war. Ist sie jedoch langer im Gebrauch (und daher reicher an Pyridin und 
armer an Essigester), so wandern die Aminohexosen schneller. 24 Stdn. geniigen 
dann zu den genannten Laufstrecken und zur vollsténdigen Trennung. Falls die 
Summe beider Hexosamine bestimmt werden soll, oder nur ein Hexosamin vor. 
handen ist, geniigt eine Dauer der Chromatographie mit den obengenannten 
Lésungsmitteln von 3—4 Stunden. Die Hexosamine wandern nur 2—3 cm weit, 
bleiben als schmaler Strich eng zusammen, werden aber schon von neutralen 
Sacchariden vollstandig getrennt (Glucose 5—6 cm). Eine solche ,,Kurzstrecken- 
Chromatographie“, die ebenfalls schmale, scharf umrissene Flecken erzeugt, 
kann auch ausgefiihrt werden mit dem Gemisch: Pyridin-Essigester-Wasser- 
Eisessig 11:30:6:1 (v/v) als Trennfliissigkeit und dem obengenannten Gemisch im 
Kastenboden. Nach 20-stdg. Laufzeit sind beide Hexosamine etwa 2 cm weit 
gewandert und nicht voneinander, wohl aber von anderen reduzierenden Saccha- 
riden getrennt. 

Die Kleinheit und Begrenzungsschirfe der Flecken nach der kurzen Lauf. 
strecke erméglicht das Ausschneiden kleiner, genau gleicher Papierflichen und 
erniedrigt die mittlere Streuung der erhaltenen Werte auf etwa 1%. 

Die Formazan-Bildung durch die Hexosamine ist weniger abhangig von 
kleinen Unterschieden der Reaktionstemperatur und -zeit, als jene durch die neu- 
tralen Monosaccharide. Das ist dadurch begriindet, daB die Hexosamine schneller 
als z. B. Glucese reduzieren und da die Reduktion nach Bildung von 2 Moll. 
Formazan sehr langsam wird. Nach einer Farbentwicklung von 20 Min. bei 70° be- 
tragt der Reduktionswert von Galaktosamin 92°/, von dem des Glucosamins, 
der Reduktionswert der Glucose 78°/. 

Falls nur Glucosamin als Bezugssubstanz zur Verfiigung steht und mit- 
chromatographiert werden kann, lassen sich auch die Galaktosamin-Konzen- 
trationen der Analysenlésung mit Hilfe des hier angegebenen relativen Reduk- 
tionswertes errechnen. Abweichungen der Entwicklungstemperatur bis zu 5° oder 
der Zeit bis zu 5 Min. verursachen Fehler von héchstens 3°. 

In allen Fallen miissen, um wenig streuende Werte zu erhalten, die Formazan- 
Flecken méglichst flachengleich ausgeschnitten werden. Wir fanden die Anwendung 
eines Lineals oder von Schablonen aus durchsichtigem Material niitzlich. 

Eine Trennung der Hexosamine voneinander und von neutralen Sacchariden 
kann auch erreicht werden mit Phenol von py 1 als Trennfliissigkeit (nach 
E. F. McFarren, siehe |. c."). In solchen Chromatogrammen von Hydrolysaten 
hexosaminhaltiger Proteine befindet sich Glucosamin zwischen Cystin und As- 
paraginsaéure + Lysin (nach 20 Stdn. bei 20° etwa 4 cm gewandert), Galaktosamin 
jedoch in unmittelbarer Nahe der beiden letztgenannten Aminoséuren. Aus diesem 
Grunde ist eine quantitative Bestimmung von Galaktosamin nach der Ninhydrin- 
Reaktion ungenau. Die Formazan-Entwicklung scheidet aus, infolge der Phenol- 
Reste im Papier. 

Als Vergleichssubstanzen wurde ein Glucosamin-hydrochlorid-Praparat 

.a. Merck und ein selbst aus Chondroitin-sulfat hergestelltes Galaktosamin- 
L cstenabsinaid Praparat (3mal umkristallisiert) verwendet. Beide Praiparate waren 
bei 60°, 0,1 Torr, gewichtskonstant, aschefrei und chromatographisch véllig ein- 
heitlich. 

Praparative Darstellung von Glucosamin-hydrochlorid aus Chi- 
tin: Chitin aus Garnelen-Schalen wurde durch mehrfache Extraktion mit kaltem 
und heiBem Wasser, kalter l-n. HCl und hei®er 2-n. NaOH, sowie durch Aus- 
kochen mit 0,2-n. Essigsiure gereinigt. 
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5,00 g Chitin wurden mit 55 m/l 12-n. HCl iibergossen und durch Erwarmen 
auf 50° in wenigen Minuten gelést. Nach dem Verdiinnen mit 45 ml Wasser wurde 
die Lisung 4 Stdn. auf 100° erhitzt. Das hellbraune Hydrolysat wurde mit wenig 
Aktivkohle entfarbt und im Vak. der Wasserstrahlpumpe zur Trockne gebracht. 
Nach Aufnahme des Riickstandes in 15 ml Wasser wurde mit Aceton Gluco- 
samin-hydrochlorid farblos und kristallin gefallt. Ausb. 4,73 g (88° d. Th.). 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemie fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Glucosamin und Galaktosamin kénnen papierchromatographisch 
scharf voneinander und von anderen Sacchariden getrennt werden, so 
daB ihre Identifizierung und quantitative Bestimmung durch Reduktion 
von Triphenyltetrazoliumhydroxyd gelingt. Die Bestimmungen ergeben 
auch mit Hydrolysaten von protein- und polysaccharidhaltigen Stoffen 
richtige Werte. 

Die Hydrolyse von Hexosamin enthaltenden Substanzen und 
die Vorbereitung der Hydrolysate fiir die Chromatographie werden 
niher untersucht. 


Summary 


Glucosamine and galactosamine are sharply separated from each 
other and from other saccharides by means of paper chromatography so 
that it is possible to identify and estimate them quantitatively by re- 
duction of triphenyltetrazolium hydroxyde. The estimation also gives 
correct results with hydrolysates from materials containing proteins and 
polysaccharides. 

The hydrolysis of substances containing hexosamines and the prepa- 
ration of the hydrolysates for the chromatography are further in- 
vestigated. 
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Uber Phosphatide von Typhusbakterien 
VIII. Mitteil. iiber Bakterienlipoide 


Von 
S. Cmelik 
Aus dem Centralen Hygienischen Institut, Zagreb, Jugoslavien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mai 1955) 


In einer friiheren Mitteilung wurde auf das Vorhandensein einer 
alkoholléslichen und einer alkoholunléslichen Phosphatid-Fraktion bei 
Paratyphusbakterien hingewiesen’; es mute sich bei diesen Phospha. 
tiden daher um ein Gemisch handeln. Bei unseren weiteren Versuchen 
an Typhusbakterien konnten wir 6,67 °% Gesamtlipoide, darunter 4,25% 
Phosphatide gewinnen. Bei der Trennung nach ihrer Léslichkeit in 
Methanol fielen gleiche Anteile léslicher bzw. unléslicher Phosphatide 
an. Die chromatographische Untersuchung erwies in beiden Substanzen 
die Anwesenheit freier Aminosiuren, beide enthielten aber auch zu- 
sammen mit der Lipoidsubstanz wandernde Aminogruppen. 

Die alkohollésliche Fraktion enthielt nach der Dialyse keine freien 
Aminosiéuren und zerfiel in einen atherléslichen und einen atherunlés. 
lichen Anteil. Beide Anteile enthielten auch weiterhin lipoidgebundene 
Aminogruppen. Im Hydrolysat des atherléslichen Teils konnte man 
chromatographisch 9, in dem des atherunléslichen Teils 7 verschiedene 
Aminosauren nachweisen. Beide Substanzen enthielten viel Athanolamin. 

In der letzten Zeit ist die Méglichkeit des Bestehens von Verbindungen 
zwischen Phosphatiden und Peptiden mehrfach bejaht® und dann durch Bode 


und Ludwig?‘ wieder bestritten worden. Nach der Ansicht der letzteren sollen die 
Peptide durch Lésungsvermittlung der Phosphatide in den Lipoidextrakt gelangen. 


Sie fiihren als Beweis dafiir an, daf Peptide von den Phosphatiden durch zwei- § 


dimensionale Chromatographie mit Methanol-Wasser getrennt werden konnten. 
Auch verschwinden die Peptide aus dem Lipoidextrakt nach dem Fallen der 
Phosphatide mit Aceton. Smith® konnte ebenfalls im Hydrolysat der unge- 
reinigten Phosphatide aus Latex von Hevea brasiliensis chromatographisch Amino- 


sauren nachweisen, die nach der Reinigung iiber eine Cellulosesiule verschwanden. — 
> o 


Demgegeniiber sei betont, dais die Peptide bei unseren Substanzen 
niemals durch Fallen mit Aceton entfernt werden konnten. Trennungs- 
versuche durch Chromatographie in Methanol-Wasser scheiterten eben- 
falls. Dagegen zeigten parallele eindimensionale Chromatogramme in 
Butanol-Essigsiure-Wasser bei der Anfarbung mit Ninhydrin und Sudan- 


1 VII. Mitteil.: S. Cmelik, Naturwissenschaften, im Druck. 

2 §. Cmelik, diese Z. 296, 67 [1954]. 

3 V. Wynnu. T.N.Williams, Nature [London] 165, 768 [1950]; G. Becker, 
F. Bode u. W. Schrade, Klin. Wschr. 31, 593 [1953]; W. Schrade, G. Becker 
u. E. Béhle, ibid. 82, 27 [1954]. 

4 F. Bode u. U. M. Ludwig, Klin. Wschr. 32, 1097 [1954]. 

5 R. H. Smith, Biochem. J. 57, 130 [1954]. 
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| schwarz scharf begrenzte Flecke, die sich untereinander deckten. Sub- 


stanzen von Lipopeptid-Natur konnten wir auch aus den komplex ge- 
bundenen Lipoiden der Diphtheriebakterien isolieren®. In den ather- 
léslichen Phosphatiden dieser Bakterien konnten sie mit der gleichen 
Technik nicht nachgewiesen werden’. 

Unlangst isolierten auch Vilkas und Lederer*® aus Mycobacterium phlei 
eine Anzahl von Phosphatidfraktionen, die simtlich Aminosaiuren enthielten, 
darunter Asparaginséiure und Glutaminsaure, die auch wir stets in Phosphatiden 
fanden. Baer und Maurukas® haben kiirzlich die Synthese von Glycerophos- 
phatiden mit komplexen Peptidketten angekiindigt. 


Die beiden alkoholléslichen Substanzen unterscheiden sich auch in 
der Zusammensetzung ihrer Fettséuren. Aus dem atherléslichen Anteil 
konnte man eine Saure, deren Kennzahlen mit denjenigen der Myri- 
stinsiure tibereinstimmten, isolieren. Aus den festen Siuren des ather- 
unloslichen Anteils wurde dagegen Stearinsiure isoliert. Aus dem Ver- 
hiltnis der Jodzahlen zu den Aquivalentgewichten bei den fliissigen 
Fettsiuren kann man auf das Vorhandensein verzweigter Fettsauren 
schlieBen. Die chromatographische Untersuchung des wasserldéslichen 
Anteils nach Hanes und Isherwood” sowie nach Hawthorne und 
Chargaff! zeigte nur die Anwesenheit von Glycerinphosphorsaure an, 
die aus dem atherléslichen Anteil in Form ihres Bariumsalzes isoliert 
werden konnte. 

Zur Fraktionierung der alkoholunléslichen Phosphatide bedienten 
wir uns einer Technik, die von Scholfield und Dutton’? fir die 
Trennung der Inositphosphatidséuren vom Kephalin beschrieben wurde. 
Durch Bleifillung aus Chloroform-Methanol wurde eine Phosphatid- 
siure mit 33,6% Blei gewonnen. Die entbleite Substanz enthielt 7,6% 
Phosphor sowie etwa 1% Stickstoff und lieferte bei der Hydrolyse 
67% Fettsiuren. Der enthaltene Stickstoff lag nicht als Amino-, sondern 
als Ammoniak-Stickstoff vor. Die chromatographische Analyse des 
wasserloslichen Riickstandes ergab Glycerophosphorsiure und ein 
Hexosephosphat. Im Hydrolysat dieser Substanz konnten wir Galaktose 
sowie einen unbekannten Zucker nachweisen. Die Phosphatidsdiure 
kénnte danach ein Gemisch von zwei verschiedenen Substanzen sein. 

Phosphatidsiuren wurden auch in Tuberkulosebakterien’ und 
Diphtheriebakterien!4 gefunden. Sie enthielten aber meistens auch 





6 §. Cmelik, diese Z. 800, 167 [1955]. 

7 8. Cmelik, unveréffentlichte Ergebnisse. 

8 E. Vilkas u. E. Lederer, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 1156 [1955]. 
® EK. Baer u. J. Maurukas, J. biol. Chemistry 212, 25 [1955]. 

10 C.S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 

11 J. N. Hawthorne u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 206, 27 [1954]. 

2 C.R.Scholfield u. H. J. Dutton, J. biol. Chemistry 208, 461 [1954]. 
13K. Bloch, diese Z. 244, 1 [1936]; Biochem. Z. 285, 372 [1936]; M. Mache- 


_ boeuf u. M. Faure, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 209, 700 [1939]; M. Pang- 


born, Discuss. Faraday Soc. 6, 110 [1949]. 
4 E.M.Gubarev u. E.K.Lubenets, Doklady Akad. Nauk (USSR) 60, 
413 [1948]. 
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Inosit in Form von Inositmonophosphorsaiure und Inositglycerophos. 
phorsaéure’® oder Manninositose!*. Inosit konnten wir aber in Typhus. 
phosphatiden niemals finden. 

Aus der Lésung nach der Bleifaillung wurde Phosphatidylathanol. 
amin erhalten. Es enthielt Glycerophosphorsiure, Athanolamin und 
Fettsdéuren im Mol-Verhaltnis 1:1:2. Der etwas erhohte Stickstoffgehalt 
war, wie wir chromatographisch feststellen konnten, der Beimengung 
zweier, in Butanol sehr schnell wandernder, ninhydrinpositiver Sub. 
stanzen zuzuschreiben. Die festen Fettsiuren werden ein Gemisch von 
Laurin- und Myristinsaure sein, die fliissigen Fettsiuren sind ebenfalls 
ein Gemenge. 

Bei der Abtrennung des Kephalins verblieb noch eine aceton. 
lésliche Fraktion. Der Stickstoff war als Athanolamin, der Phosphor 
als Glycerophosphorsaure gebunden. Aus den festen Fettsiuren konnten 
wir eine Substanz mit den Eigenschaften der Eikosansiure isolieren, 
Die fliissigen Fettsiuren miissen aus einer ungesittigten und verzweigten 
Fettsaiure bestehen, da wir iiber den Harnstoffkomplex eine Substanz 


Schematische Darstellung der Aufteilung von Typhusphosphatiden 


Rohphosphatide (N 2, 6894, P 3,96%) 
bearbeitet mit kaltem Methanol 


eaten ce a 
Unléslich (N 2,64°,, P 4,19°,) Léslich (N 1,97%, P 3,40°,) 
Fallen mit Pb-Acetat | 
. ace Dialyse der waBr. Suspension 
Umfiallen mit Pb-Acetat Abdampfen im Vak. und pe i 
| Lésen in CHCl, Fallen mit HCl 
und zentrifugieren 


Entfernen des iiberschiiss. Entfernen des iiberschiiss. ft 
Bleies Bleies Bearbeitung des getrockne- 
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1 G.I. de Siité-Nagy u. R. J. Anderson, J. biol. Chemistry 171, 749, 761 
[1947]. 

16. R, J. Anderson, W.C. Lothrop u. M.M. Creighton, J. biol. Chemi- 
stry 125, 299 [1938]. 
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mit unverainderten Kennzahlen, ungefaihr einer C,, entsprechenden 


Saure, erhielten. 
Die wichtigsten Kennzahlen verschiedener Fraktionen sind in 


Tab. 1 enthalten. 


Tab. 1. Zusammensetzung verschiedener —_- 
von Salmonella typhosa, Stamm ,,0-901‘ 





In Methanol léslich In Methanol unldslich 





aceton- 


Ather- Ather- | Phospha- 
léslich 


léslich | unléslich | tidsiure 


23 15 13 20 
2,0: 1,32 1,96 1,18 
1, 7,61 4,66 1,72 
0,¢ p — 1,06 0,66 
1, 

38, 


Kephalin 





o der rae win dad i.” 
"N 


66,9 66,7. 80,1 


Gesamtfettsduren sae ey 
33,1 33,3 19,9 


Wasserléslich . 














Beschreibung der Versuche 


Zichtung der Mikroorganismen 
Salmonella typhosa (Stamm ,,0-901“*) wurde in Kolleschen Flaschen auf einem 
festen Nahrboden (pr 7,6), bestehend aus Kalbfleischbriihe und Proteosepepton 
(Difco), mit 2,594, Fadenagar 24 Stdn. bei 37° geziichtet. Die Kulturdauer 
beeinfluBte die Zusammensetzung der Phosphatide sehr stark. Insgesamt wurden 
800 Flaschen angesetzt und in Portionen von 100 Stiick verarbeitet. 


Herstellung der Phosphatide 

Die Bakterien wurden mit physiolog. Kochsalzlésung vom Nahrboden ab- 
gespiilt, bei 4000 Umdrehungen zentrifugiert, in physiolog. Kochsalzlésung re- 
suspendiert und abermals zentrifugiert. Die Extraktion der Lipoide erfolgte nach 
dem schon friiher beschriebenen Verfahren!’ mit Aceton und Ather-Alkohol (1:1). 
Die eingedampften Aceton- und Ather-Alkohol- Ausziige wurden in Ather auf- 
genommen, vereinigt und mit der 4fachen Menge Aceton in der Kalte gefallt. Nach 
24-stdg. Stehenlassen im Eisschrank wurde die Fallung abzentrifugiert, der 
Niederschlag in Ather gelést und die zentrifugierte Lésung wiederholt mit dem 
3fachen Vol. Aceton gefallt. Die Fallung wurde noch zweimal wiederholt und das 
gewonnene Produkt im Vak. getrocknet. Man erhielt die —s in 
Form einer braunen, hygroskopischen Masse mit 2,68°/, N und 3,96°%, P 

Die erhaltenen Phosphatide (2,13 g) wurden 24 Stdn. bei Zimmertemperatur 
mit 50 cem absol. Methanols digeriert, die Lésung abgegossen und der Riickstand 
nochmals 24 Stdn. mit 25 cem Lésungsmittel digeriert. Die vereinigten Ausziige 
lieferten nach dem Abdampfen und Trocknen im Vak. 1,06 g (50°) léslicher 
Phosphatide mit 1,97°/, N und 3,40 %P. 


Untersuchung der methanolléslichen Phosphatide 

Die alkohollésliche Fraktion wurde zwecks Reinheitspriifung auf Whatman- 
Filterpapier Nr. 2 24 Stdn. in Butanol-Essigsiure-Wasser (4:1:5) aufsteigend 
chromatographiert. Die Substanz wurde an zwei Stellen aufgetragen und nach 
der Laufzeit die eine Halfte des Streifens mit Ninhydrin, die andere mit einer 
0,2-proz. Lésung von Sudanschwarz in 60-proz. Alkohoi angefarbt. Es zeigte sich, 
daB diese Fraktion auBer gebundenen Substanzen mit reagierenden Aminogruppen 
auch freie Aminoséuren enthalt. 


‘17 §, Gmelik, diese Z. 290, 146 [1952]. 
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Die waBrige Suspension der Substanz dialysierte man dann 24 Stdn. in einem 
,,Visking*-Schlauch gegen Leitungswasser, schied sie mit Salzséure aus, zentri- 
fugierte und trocknete im Vakuum. Bei der Behandlung des Riickstandes mit 
Ather lost sich nur ein Teil auf, wahrend ein unléslicher Riickstand zuriickblieb, 
Der atherunlésliche Anteil lieB sich gut in absol. Methanol lésen. 

Die chromatographische Untersuchung in Butanol zeigte (siehe Abb. 1 ¢, d), 
daB es sich um zwei Substanzen mit verschiedener Wanderungsgeschwindigkeit 
handelt. Freie Aminoséuren waren nicht mehr vorhanden. 
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Abb. 1. Eindimensionale Chromatogramme verschiedener Lipoidfraktionen in Bu- 

tanol-Essigsiure-Wasser (4:1:5) nach der Anfairbung mit Ninhydrin (N) und 

Sudanschwarz (S). a Alkohollésliche und b alkoholunlésliche Phosphatide vor der 

Reinigung, c atherléslicher und d atherunléslicher Anteil der methanolléslichen 

Phosphatide, e Phosphatidsiure, f Kephalin und g acetonléslicher Anteil nach dem 
Fallen des Kephalins. 


Hydrolyse des atherléslichen Anteils: 132 mg Sbst. wurden 3 Stdn. 
mit 3 cem 6-n. HCl am Wasserbade hydrolysiert und im Vak. zur Trockene ein- 
gedampft. Die Fettsiuren wurden in Ather aufgenommen und zur Trockene 
eingedampft. Man erhielt 79,5 mg (60,6°,,) Fettsauren, die bei der Bleisalztrennung" 
39,2°5, fester und 59,8°/, fliissiger Sauren lieferten. Nach dem Umkristallisieren 
der festen Siuren aus Methanol erhielt man Myristinsaure. 

29,2 mg Sbst.: 2,58 ccm n/20-KOH. 

C,,H,,0, Ber. Aquiv.-Gew. 228,22 Neutr.-Zahl 245,81 
Gef. Aquiv.-Gew. 226,4 Neutr.-Zahl 247,8 

Die fliissigen Fettsiiuren hatten folgende Kennzahlen: Jodzahl 42,4, Neutr.- 
Zahl 172, Aquiv.-Gew. 325,8. 

Ein Teil des Hydrolysats wurde auf Whatman-Filterpapier Nr. 2 nach 
Consden, Gordon und Martin!® chromatographiert. Das Chromatogramm 
wurde 96 Stdn. mit Butanol und 24 Stdn. mit Phenol entwickelt. Nach dem Be- 
spriihen mit Ninhydrin und Erwarmen bei 90° konnten 10 Flecke beobachtet 
werden. Sie entsprachen nach ihrer Stellung folgenden Verbindungen (s. Abb. 2): 
1. Asparaginsaure, 2. Glutaminsaure, 3. Serin, 4. Glykokoll, 5. «-Alanin, 6. B-Alanin, 
7. Arginin, 8. Athanolamin, 9. Valin, 10. Leucin. MengenmaBig waren am starksten 
Athanolamin, Glutaminsaure, Serin und Glykokoll vertreten. 


Pra, Twitchell, Ind. Engng. Chem. 138, 806 [1921]. 
19 R. Consden, ‘é H. Gordon u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 38, 224 


[1944]. 
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Zur Untersuchung auf organische Phosphate wurde ein Teil des Hydrolysats 

auf Whatman-Filterpapier Nr. 54 nach Hawthorne und Chargaff™ in n- 
Propanol-Ammoniak- Wasser (6:3: 1) absteigend chromatographiert. Das Chromato- 
mm wurde nach dem Trocknen mit dem Reagens nach Hanes und Isherwood? 
bespriiht, auf 105° erwirmt und mit Schwefelwasserstoff entwickelt. Es zeigte 
sich ein blauer Fleck, der in gleicher Héhe wie reine Glycerophosphorsaure lag. 
Fiir die Isolierung reiner Glycerophosphorsiure nahm man den waBrigen 
Anteil von 200 mg hydrolysierter Substanz, neutralisierte mit Kalilauge und 


BUTANOL 





Abb. 2. Chromatogramm des mit 

6-n. HCl erhaltenen Hydrolysats 

der methanolléslichen Phosphatide 
(atherléslicher Anteil). 


60’ 
Fg 


dampfte bis zur Trockene ein. Der Riickstand wurde mit Methanol angeriihrt, 
zentrifugiert und die obenstehende Fliissigkeit mit Bariumchlorid versetzt. Der 
gebildete Niederschlag wurde abzentrifugiert, dann zuerst mit 90-proz. Methanol 
und dann mit absol. Alkohol gewaschen und getrocknet. Zum Schlu8 wurde der 
Niederschlag nochmals in Wasser aufgeldést, filtriert, mit Methanol gefallt und 
nach dem Waschen mit absol. Alkohol im Vak. getrocknet. Ausb. 36 mg. 


8,5 mg Sbst.: 55,9 mg (NH,), [P(Mo,0,,),]. — 12,2 mg Sbst.: 8,40 mg BaSO,. 
BaC,H,0,P Ber. P 9,79 Ba 43,42 Gef. P 9,48 Ba 40,50 


Hydrolyse des atherunlislichen Anteils: 225 mg Sbst. mit 2,04°/, N 
und 1,44°/, P wurden mit 5 ccm 6-n. HCl 3 Stdn. auf dem Wasserbade hydrolysiert 
und das Produkt im Vak. zur Trockene eingedampft. Man erhielt daraus mit 
Ather 139,5 mg (61,8°%) Fettsauren, die bei der Bleisalztrennung 35,5°/, fester 
und 63,5°/, fliissiger Sauren ergaben. Die festen Sauren schmolzen, 3mal aus Me- 
thanol umkristallisiert, bei 65°. Mit reiner Stearinsiure (Schmp. 67°) keine 
Depression. 

25,8 mg Sbst.: 1,94 ccm n/20-KOH. 


C,sH3,0. Ber. Aquiv.-Gew. 284,29 Neutr.-Zahl 197,33 
Gef. Aquiv.-Gew. 283,0 Neutr.-Zahl 197,8 











Die fliissigen Fettsauren besaBen folgende Kennzahlen: Jodzahl 36,6, Neutr.- 
Zahl 221,5, Aquiv.-Gew. 253,3. 
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Die papierchromatographische Untersuchung in Butanol und Phenol, wie 
beschrieben, zeigte die Anwesenheit folgender Aminosiauren (s. Abb. 3): 1. Aspara. 
ginsaure, 2.Glutaminsaure, 3.«-Alanin, 4. f-Alanin, 6. Lysin, 7. Arginin, 8. Athanol. 
amin. Fleck 5 konnte nicht identifiziert werden. Das Athanolamin machte unge. 
faihr 80°/, des gesamten Aminostickstoffes aus. 

Durch Chromatographie in n-Propanol-Ammoniak-Wasser (6:3:1), wic be. 
schrieben, konnte ebenfalls Glycerophosphorsaéure nachgewiesen werden. 


BUTANOL 
© 4 


Hd? 





Abb. 3. Chromatogramm des mit 

6-n. HCl erhaltenen Hydrolysats 

der methanolléslichen Phosphatide 
(atherunléslicher Anteil). 

















Trennung der methanolunliéslichen Phosphatide 


1,0 g Sbst. wurde in 10 ccm Chloroform gelést und dazu 120 ecm absol. 
Methanols gemischt, wobei sich die Lésung etwas triibte (s. beigefiigtes Schema). 
Sie wurde dann auf 4 Zentrifugierglischen verteilt und in jedes 2 cem einer 30-proz. 
Bleiacetatlésung unter Mischen hinzugefiigt. Die triibe Lésung lie8 man nachts- 
iiber stehen und zentrifugierte den gebildeten Niederschlag ab. Die Fallung wurde 
wiederholt, indem man den Niederschlag in 10 cem Chloroform léste und mit 
100 ccm Methanol + 3cem Bleiacetat versetzte. Der Niederschlag wurde ab- 
zentrifugiert und das Fallen noch zweimal wiederholt. Das tiberschiiss. Blei wurde 
entfernt, indem man den. Niederschlag in 25 cem Chloroform léste und im Scheide- 
trichter mit 30-proz. Alkohol solange ausschiittelte, bis kein Blei in der Wasch- 
lésung nachweisbar war. Ungefahr 12—14 Ausschiittelungen geniigten dafiir. Die 
Chloroformlésung wurde dann im Vak. abgedampft, in Ather aufgenommen und 
zentrifugiert. Eine Probe wurde verascht, sie enthielt 33,68°/, Blei. 

Die ather. Lésung wurde 3mal mit n-HCl ausgeschiittelt, mit Wasser neutral 
gewaschen und zentrifugiert. Die gewonnene Substanz enthielt 1,32°/,N und 
7,61% P. Bei der chromatographischen Untersuchung in Butanol-Essigsaure 
zeigte sich ein schnell wandernder und mit Sudanschwarz farbbarer Fleck, wahrend 
eine zweite Probe mit Ninhydrin nicht reagierte. 

57,7 mg Sbst. gaben bei der Hydrolyse mit 6-n. HCl 38,6 (66,9°/,) Fettsauren 
mit Neutr.-Zahl 162,8 und mittlerem Mol.-Gew. 344,6. 

Bei der Chromatographie des wasserléslichen Riickstandes in n-Propanol- 
Ammoniak-Wasser, wie oben, zeigten sich zwei blaue Flecke, von denen einer der 
Glycerinphosphorsaure, der andere einem Hexosephosphat angehdrte. Ein 
Teil des Riickstandes wurde dann weiter hydrolysiert und nach dem Trocknen im 
Vak. zusammen mit verschiedenen Hexosen auf Whatman-Filterpapier Nr. 1 
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2 Stdn. in Butanol-Essigsiure-Wasser (4:1:5) chromatographiert. Das Papier 
wurde mit Anilin-hydrogenoxalat-Lésung”® bespriiht und auf 105° erwarmt. Es 

zeigten sich ein brauner Fleck mit Rr 0,15, der mit Galaktose identisch war und 
ein rotbrauner Fleck mit Rr 0,47, der nicht identifiziert werden konnte. 

Isolierung des Kephalins: Nach dem Fallen mit Bleiacetat dampfte man 
die methanolische Lésung im Vak. ein. Der trockene Riickstand wurde in Chloro- 
form aufgenommen und 3mal mit 30-proz. Alkohol, 3mal mit 10-proz. Essigsiure 
and 5mal mit 30-proz. Alkohol gewaschen. Das Chloroform wurde im Vak. ab- 
gedampft, die Substanz in Ather aufgenommen, zentrifugiert und nach dem 
Einengen in der Kalte mit Aceton gefallt. Nach dem Abschleudern des Nieder- 
schlages wurde die Acetonlésung abgedampft und der Riickstand mit kaltem 
Aceton digeriert, wobei sich nur ein Teil léste. Der unldsliche Riickstand wurde 
in Ather gelést und mit der Lésung des Niederschlages aus der ersten Fallung 
vereinigt. Nach mehrmaligem Umfallen mit Aceton erhielt man 213 mg eines 
gelblichweiBen Pulvers. 

12,0 mg Sbst.: 38,8 mg (NH,), [P(Mo,0,,),] nach Pregl-Lieb. — 5,6 
(6,2) mg Sbst.: 0,55 (0,65) com n/70-H,SO, nach Kjedahl. 

Gef. P 4,66, N 1,96, 2,09 


Die Substanz wanderte in Butanol-Essigsiure als ein einheitlicher Fleck 
(s. Abb. 1f). 

107 mg Sbst. gaben bei der Hydrolyse mit 6-n. HCl 71,4 mg (66,7°/,) Fett- 
siuren. Bei der Bleisalztrennung erhielt man 33,8°/, fester und 62 ,4°%, fliissiger Fett- 
siuren. Die festen Saéiuren hatten eine Neutr. -Zaht 254, 2 und Aquiv.-Gew. 220,7. Es 
wird sich um ein Gemisch von Laurin- und Myristinsaure handeln. Die fliissigen 
Fettsiuren hatten folgende Kennzahlen: Jodzahl 47,3, Neutr.-Zahl 216,4 und 
Aquiv.-Gew. 259,2. 

Bei der zweidimensionalen Chromatographie in Butanol und Phenol, wie be- 
schrieben, traten auBer dem Fleck des Athanolamins zwei schwache Flecke mit 
Rr-Werten 0,92 und 0,94 in Butanol und 0,28 bzw. 0,44 in Phenol auf. 

Durch Chromatographie in n-Propanol-Ammoniak-Wasser, wie beschrieben, 
konnte man Glycerinphosphorsaure sowie etwas freie Phosphorsiure nach- 
weisen. 

Untersuchung des acetonléslichen Anteils: Durch das Eindampfen 
der Acetonlésung nach dem Fallen des Kephalins gewann man 335 mg einer gelben, 
wachsigen Substanz: 18,1 mg Sbst.: 21,7 mg (NH,), [P(Mo, 0, ),] nach Pregl- 
Lieb. — 4,8 (6,8) mg Sbst. : 0,30 (0,40) ccm n/70-H,SO, nach Kjeldahl. 

Gef. P 1,72, N 1,25, 1,18 


Die Substanz wanderte in Butanol als ein einheitlicher Fleck und farbte sich 
mit Ninhydrin sowie auch mit Sudanschwarz (Abb. 1 g). 

143 mg Sbst. gaben bei der Hydrolyse mit 6-n. HCl 80,1°/, Gesamtfettsauren. 
Bei der Bleisalztrennung wurden 26,6°%, fester und 71,8°%, flissiger Fettsauren er- 
halten. Die festen Fettsiuren gaben nach dem Umkristallisieren aus Methanol die 
Konstanten der Eikosansaure. 

40,2 mg Sbst.: 2,65 ccm n/20-KOH. 

CyoHy,0, Ber. Aquiv.-Gew. 312,32 Neutr.-Zahl 179,53 
Gef. Aquiv.-Gew. 311,6 Neutr.-Zahl 180,0 


Die Kennzahlen der fliissigen Fettsiuren waren wie folgt: Jodzahl 45,3, 
Neutr.-Zahl 117,6, Aquiv.-Gew. 478. Mit Harnstofflésung nach Schlenk*! erhielt 
man ein Additionsprodukt, das nach dem Zerlegen mit Wasser und Aufnehmen in 
Ather sehr wenig veranderte Kennzahlen zeigte. 


20 K. Chargaff, C. Levine u. Ch. Green, J. biol. Chemistry 175, 67 [1948]. 
21 W. Schlenk jr., Liebigs Ann. Chem. 565, 200 [1949]. 
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Durch zweidimensionale Chromatographie in Butanol und Phenol, wie be. 
schrieben, konnte man nur Athanolamin nachweisen. Von den organischen Phos- 
phaten wies man durch Chromatographie in »-Propanol-Ammoniak-Wasser (6:3: 1) 
Glycerophosphorsaure nach. 

Priifung auf Cholin und Inosit: In allen Hydrolysaten erwiesen sich die 
Reaktionen auf Cholin nach Florence” sowie die biologische Probe auf meso- 
Inosit nach Sonne und Sobotka” als negativ. 


Zusammenfassung 


Phosphatide von Typhusbakterien wurden isoliert und in eine 
methanollésliche und eine methanolunlésliche Fraktion getrennt. 

Die methanollésliche Fraktion enthailt phosphorarme Glycero-. 
phosphatide mit komplex gebundenen Aminosiuren, die auf Grund 
ihrer Loslichkeit bzw. Unléslichkeit in zwei Komponenten getrennt 
wurden. Beide unterscheiden sich in bezug auf die enthaltenen Amino- 
sdéuren sowie in der Zusammensetzung ihrer Fettsaéuren. 

Aus den methanolunléslichen Phosphatiden konnte man durch 
Fallen mit Bleiacetat eine Phosphatidsiure abtrennen. Sie enthiilt 
Glycerinphosphorsaure sowie Galaktosephosphorsiure. AuBerdem wurde 
Kephalin und ein acetonlésliches Phosphatid isoliert. Das letztere ent- 
halt eine héhermolekulare Fettsiure mit verzweigter Kette. 


r Summary 


Phosphatides of typhoid bacteria were isolated and separated into a 
methanol soluble and a methanol insoluble fraction. 

The methanol soluble fraction contains glycerophosphatides which 
contain little phosphorus and have complex-bound amino acids. They 
were separated on the basis of their solubility or insolubility into two 
components which differ in respect of the amino acids contained and in 
the composition of their fatty acids. 

A phosphatide could be separated from the methanol insoluble 
fraction by precipitation with lead acetate. It contains glycerophosphoric 
acid and galactosephosphoric acid. Kephalin and an acetone soluble 
phosphatide were also isolated. The latter contains a higher molecular 
fatty acid with a branched chain. 

22 EK. Baman u. K. Myrback, Die Methoden der Fermentforschung, Bd. 2, 
S. 1689. Leipzig 1941. 

#3 §. Sonne u. H. Sobotka, Arch. Biochem. 14, 93 [1947]. 
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Uber die Spezifizitat der Antipermeabilitatsaktivitat 
des Benzoylcarbinols und seiner Derivate 


(Zugleich IV. Mitteil. iiber einige den Nebennierenrinden-Hormonen 
verwandte Verbindungen) 


Von 
Willy Logemann, Piernicola Giraldi, Domenico Artini und Alberto Meli 
Aus dem Institut ,,Carlo Erba‘‘ per Ricerche Terapeutiche, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juni 1955) 


In den vorhergehenden Mitteilungen berichteten wir!, daB einfache 
aromatische Ketocarbinol-Verbindungen wie z. B. das Benzoyl-carbinol- 
acetat und in noch verstirktem Mae das freie Benzoyl-carbinol und 
ganz besonders das p-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat eine ausge- 
sprochene Antipermeabilitaéts-Aktivitaét aufweisen, die wahrscheinlich 
durch die Anti-Hyaluronidase-Wirkung dieser Verbindungen hervor- 
gerufen wird, wie Untersuchungen von Capraro und Meli? zeigten. 


Die Antipermeabilitaéts-Aktivitaét wurde mit Hilfe eines modifizierten ,,Phenol- 
rot‘‘-Testes an der Synovialmembran des Kaninchens nach Seifter, Baeder und 
Begany® von Bianchi und Meli* nachgewiesen. In ahnlicher Weise wirksam 
sind auch verschiedene, den Nebennierenrindenhormonen nahestehende Ketole, 
z. B. das 21-Acetoxy-pregnenolon, aber nicht das Cortison selbst. 

Cresseri und Meli® stellten fest, daB die Bildung des Granulationsgewebes 
in Gegenwart von Benzoylcarbinol deutlich gehemmt ist. Sie benutzten den ,,Fremd- 
kérpertest‘‘ von Meier, Schuler und Desoulles®. Resultate in ahnlicher GréBen- 
ordnung erhaélt man auch mit Cortison. 

In jiingster Zeit wurden weitere interessante Beobachtungen iiber die Mem- 
bran-Aktivitét von Goldeck’ und Kiichmeister® gemacht. 


1 W. Logemann u. P. Giraldi, diese Z. 289, 19 [1951]; W. Logemann, 
diese Z. 290, 61 [1952]; W. Logemann u. P. Giraldi, diese Z. 292, 58 [1953]. 

2 V. Capraro u. A. Meli, Arch. Fisiol. 51, 397 [1951]. 

3 J. Seifter, D. H. Baeder u. A. J. Begany, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 
277 [1949]. 

4 C. Bianchi u. A. Meli, Arch. ital. Sci. biol. 86, 447 [1952]; C. Bianchi, 
Brit. J. Pharmacol. Chemotherap. 9, 166 [1954]. 

5 A. Cresseri u. A. Meli, Arch ital. Sci. Biol. 37, 551 [1953]. 

6 R. Meier, W. Schuler u. P. Desoulles, Experientia [Basel] 6, 469 [1950]. 

7 H.Goldeck, Arztl. Forschung, im Druck; H.Goldeck u. H. Kiich- 
meister, Minerva Medica, im Druck. S 

8 H. Kiichmeister u. G. Assmann, Arztl. Forschung, im Druck; H. Kiich- 
meister u. G. Pirtkien, Z. Kreislaufforsch. 48, 39 [1954]; H. Kiichmeister in 
H. Bartelheimer u. H. Kiichmeister ,,Kapillaren und Interstitium‘‘, Thieme 
Verlag, Stuttgart 1955. 

Wir danken auch an dieser Stelle Herrn Prof. H. Goldeck und Herrn Doz. 
Dr. H. Kiichmeister dafiir, daB sie uns schon waihrend der Drucklegung die Er- 
gebnisse ihrer Untersuchungen zuganglich machten. 
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Goldeck’ untersuchte die Hamolyse inhibierende Wirkung des Benzoyl. 
carbinol-monosuccinates an normalen Erythrocyten und an den Blutzellen ver. 
schiedener Blutkranker. In allen Fallen kam es zu einer deutlichen Erhohung 
der minimalen und maximalen Resistenz und zu einer Verminderung des Himo. 
lysegrades. Die Verschiebung der Resistenzbreite zugunsten einer Resistenz. 
erhéhung war besonders ausgeprigt bei den Erythrocyten der Anaemia perniciosa 
und der lymphatischen Leukose. 

Goldeck’ studierte auBerdem den EinfluB dieser Verbindungen bei der 
Thrombocytopenie nach Sedormidgaben bei Ratten. Durch Benzoylcarbinol-acetat 
konnte die Thrombocytopenie vollkommen verhindert werden, und es kam zu 
mehrere Tage anhaltenden Thrombocytosen. Es zeigt sich annahernd der gleiche 
Effekt wie mit Depot-ACTH. 

Der Anla8 war eine klinische Beobachtung: Eine durch Salvarsan bedingte 
Athrombocytose wurde mit Benzoyl-carbinolacetat geheilt; die Thrombocyto- 
poese wurde funktionell und morphologisch normalisiert. 

Sodann zeigten Kiichmeister und Assmann§, daB bei Versuchen mit 
Benzoyl-carbinol-acetat im ,,Cantharidin“-Test ein statistisch nachweisbarer Ein. 
fluB auf die Proteinpassage besteht. Diese Proteinpassage durch die Capillar- 
gewebsschranke ist deutlich herabgesetzt. Der Effekt ist gréBer als beim ACTH, 
D. O. C. oder Citrin. Nur der Nebennieren-Gesamtextrakt wirkt stirker (Kiich- 
meister u. Pirtkien, Kiichmeister’*). é 

So sieht man, daB schon das einfache Benzoylearbinol bzw. seine 
Ester wie das Acetat und das Monosuccinat hinsichtlich der Membran- 
Aktivitaét sich ahnlich verhalten wie manche Inhaltsstoffe der Neben- 
nierenrinde oder das ACTH, ohne da sie die eigentliche Hormonwir- 
kung, die Beeinflussung des Kohlenhydrat- oder Mineral-Stoffwechsels, 
besitzen. 

Wir haben geglaubt, da man die Aktivitaét noch erhéhen kann, in- 
dem man aromatische, mehrkernige Ketol-Verbindungen synthetisiert, 
die in der Anordnung und im Abstand der Sauerstoffgruppen den natiir- 
lichen Hormonen ahneln. Aber alle diese Verbindungen zeigten eine 
stark verminderte Aktivitaét zumindest im ,,Phenolrot‘‘-Test®4. Aber 
auch im ,,Cantharidin“‘-Test fanden Kiichmeister und Assmann§8 das 
1-Carbomethoxy-diphenyl-propanon-(2)-ol-(3), das im Gegensatz zum 
Benzoylearbinol eine Dioxy-aceton-Seitenkette traigt, unwirksam. 

Im folgenden sind wir nun zu einfacheren aromatischen Verbin- 
dungen zuriickgekehrt, um festzustellen, ob die Antipermeabilitits- 
Aktivitét des Benzoyl-carbinols eine spezifische ist und ob sie in ihrer 
Wirkungsstarke durch Substituenten usw. verindert wird. 

Wie wir schon in der ersten Veréffentlichung! mitteilten, ist mit der 
Einfthrung einer Acetoxy-Gruppe in die p-Stellung des Benzoyl-car- 
binols eine bedeutende Zunahme der Aktivitiét im ,, Phenolrot‘‘-Test ver- 
bunden. Allerdings sind nur Ester wirksam, wie das p-Acetoxy-benzoy]l- 
carbinol-acetat, aber nicht die p-Methoxy- und die p-Carboathoxy-Ver- 
bindung (s. Nr. 5 u. 6d. Tab.). Es ist méglich, daB die Inaktivitat dieser 
Verbindungen darauf beruht, da sie im Kérper nicht in die freien 
Phenole aufgespalten werden kénnen und als solche nicht wirksam sind. 

Fihrt man die Acetoxy-Gruppe beim Benzoyl-carbinol-acetat nicht 
in die p-, sondern in die m-Stellung ein, so bewirkt das eine Inaktivie- 
rung im ,,Phenolrot“-Test (s. Nr. 7 d. Tab.). 
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Interessant wire, das o-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat herzu- 
ellen, denn im allgemeinen wirken o- und p- gleichsinnig, die m-Ver- 
bindung reagiert haiufig abweichend. Aber bei der Darstellung der o-Ver- 
bindung bildet sich leicht bei Anwendung der itiblichen chemischen 
Methoden ein neuer Ring aus, und es entstehen Cumaranone. Allerdings 
hat man in der Naphthalin-Reihe das 3-Acetoxy-naphthoyl-(2)-carbinol 
nach der Diazomethanmethode hergestellt®, aber nicht immer mit guten 
Ausbeuten, weil sich auch hier leicht das entsprechende Cumaranon 
bildet. 

Da die Cumaranone eine entfernte Verwandtschaft mit dem Hespe- 
ridin aufweisen, das ja auch eine Antipermeabilitats-Wirkung besitzt, 
haben wir das 4.6-Dioxy-cumaranon-(3)!° in den Kreis unserer Unter- 
suchungen einbezogen. ErwartungsgemaB zeigt es im ,,Phenolrot“-Test 
ene sehr gute Aktivitat (s. Nr. 8 d. Tab.), aber die Tiere verhalten sich 
unterschiedlich, und es scheinen Storungen aufzutreten, die auf toxische 
Veriinderungen schlieBen lassen, was allerdings noch durch weitere Ver- 
suche sichergestellt werden muB. 

Da man des 6fteren beobachtet hat, daB durch Molekiil-Verdoppe- 
lung die Aktivitat einer Verbindung erhoht wird, wie z. B. im Falle des 
44’-Dioxy-diphenylmethans, das ein 20mal gréBeres Desinfektionsver- 
mégen besitzt als das einfache Phenol, haben wir das 3.3’-Bis-[w-acet- 
oxy-acetyl ]-diphenylmethan gepriift. Aber in diesem Falle tritt tiber- 
raschenderweise ein starker Aktivitatsabfall ein (s. Nr. 9 d. Tab.). 

Auch das 3-Benzyl-4-acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat, das wir in An- 
lehnung an die Darstellung von 2-Phenyl-4-carbonsiéuren des Phenols 
durch Slotta und Nold"™ aus 3-Benzyl-4-oxy-benzoesiure herstellten, 
besitzt keine antipermeabilisierende Wirkung (s. Nr. 10 d. Tab.). Die 
Anordnung der Ketocarbinol- und der Acetoxy-Gruppe in p-Stellung in 
dieser Verbindung konnten wir dadurch beweisen, da wir 4-Benzoyl- 
oxy-benzoeséure-athylester nach Fries umlagerten und die CO-Gruppe 
zur CH,-Gruppe reduzierten. Das so gebildete Benzylderivat war iden- 
tisch mit dem obigen Produkt. Aber fiir praiparative Zwecke ist die 
Slottasche Methode vorzuziehen. 

Wir haben diese Versuche angestellt mit der Absicht, u. U. zu einem 
besser vertraiglichen Derivat des p-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetats zu 
gelangen, denn bei der klinischen Erprobung stellte sich heraus, dab 
letzteres nach der Injektion starke 6rtliche und allgemeine Reizer- 
scheinungen auslést, die bei der Anwendung von Benzoylearbinol bzw. 
seinen Estern vollkommen fehlen. 

Fir die Antipermeabilitats-Wirkung dieser einfachen Verbindungen 
ist die Ketocarbinol-Gruppierung wichtig, denn sowohl die Benzoesiure 


® B. Eistert, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1075 [1936]; W. Langenbeck u. 
F. Baehren, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 514 [1936]. 

10 A. Sonn, Ber. dtsch. chem. Ges. 50, 1205 [1917]. 

11 K. H. Slotta u. A. F. Nold, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 2226 [1935]. 
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als auch das Acetophenon sind nicht aktiv. Auch das Acetoxymethyl. 
sulfon, Nr. 11 der Tab., in welchem die CO-Gruppe des Benzoylearbinol. 
acetates durch eine SO,-Gruppe ersetzt ist, ist inaktiv. Die Verb. Nr. 1] 
wurde aus dem Phenyl-acetoxy-methyl-sulfid hergestellt, das nach Bre. 
dereck, Bader und Héschele™ in das Phenyl-acetoxy-methyl-sulfon 
verwandelt wurde. Das entsprechende, sehr interessante Sulfoxyd 
konnten wir nicht priifen, da bei der Oxydation des Sulfides sofort das 
Sulfon entstand und die Oxydation anscheinend nicht auf der Sulf. 
oxyd-Stufe stehenbleibt. 

Die Permeabilitétsaktivitaiten (s. Tabelle) wurden nach Bianchi 
und Meli‘ bestimmt. Gemessen wurde das durch die Nieren nach | Stde. 
ausgeschiedene Phenolrot, das in das FuBgelenk eines Kaninchens ein. 
gespritzt worden war. Die zu untersuchende Substanz wurde den Tieren 
an 4 vorhergehenden Tagen intraperitoneal in einer Dosierung von 
75 mg/kg/Tag gegeben. 


Ubersicht iiber die Antipermeabilitatswirkung der untersuchten Verbindungen. 





Ausscheidung 
von Phenol- | Anzahl 

Substanz rot nach der Kontrolle 

1 Stde. Tiere 
in % ‘ 





Cortison-acetat 48,0 + 13,3* §2,7+ 4,4 
21-Acetoxy-pregnenolon . 204+ 5,3 52,7 + 4,4 
Benzoylcarbinol 29,5+ 1,9 52,7 + 4,4 
p-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat .} 21,9-+ 4,5 52,7 + 4,4 


‘ 43,2 
p-Methoxy-benzoyl-carbinol-acetat . anid 2 52,7 + 4,4 


p-Carbathoxy-benzoyl-carbinol. . .| unwirksam 52,7 + 4,4 
m-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat .| 52,2+ 1,2 52,7 + 4,4 


OH 


| . 
An__#° 23,7 + 8,3 52,7 + 44 


| 
HO’ “\o% 
H,C(C,H, ‘CO-CH,:0-CO-CH; (m)), 
O-CO-CH, 


44,6 + 14,4 
toxisch 52,7 + 4,4 


(HCH, 43,5 + 11,7 52,7 + 4,4 


&0-CH,-0-CO-CH, 
11 | C,H,-SO,-CH,-0-CO-CH, 518+ 2,4 52,7-+ 4,4 














* Standard-Fehler. 


12 H. Bredereck, E. Bader u. G. Héschele, Chem. Ber. 87, 784 [1954]. 
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Beschreibung der Versuche 
p-Carbathoxy-benzoyl-carbinol 


a) p-Carbathoxy-benzoesaure: 13,8 g p-Oxy-benzoesaure wurden in 
100 ccm Chloroform suspendiert und 30 ccm 2-Methyl-5-aithyl-pyridin hinzu- 
gefiigt. Die klare Losung wurde dann auf —10° abgekiihlt und langsam mit 12 ccm 
Chlorameisensaure-aithylester versetzt. Dann lieB man 1 Stde. bei 0° und 
3Stdn. bei Zimmertemperatur stehen. Nach Ansiuern wurde die Chloroformschicht 
abgetrennt, gewaschen und mit Hydrogencarbonatlésung ausgezogen. Nach An- 
siuern- wurde mit Ather extrahiert und der Atherriickstand aus Athanol kri- 
stallisiert. Ausb. 6,5 g, Schmp. 155—156°. 

b) p-Carbathoxy-benzoylchlorid: 10 g obiger Saure wurden mit 50 cem 
Thionylchlorid zum Sieden erhitzt. Nach Verdampfen im Vak. wurde der rohe 
Riickstand weiterverarbeitet. 

c) p-Carbathoxy-w-diazo-acetophenon: 11,4g Chlorid wurden in 
50 ccm Ather gelést und mit einer ather. Diazomethanlésung, aus 40 g Nitroso- 
methylharnstoff hergestellt, versetzt. Nach Verdampfen des Athers wurde der 
Riickstand aus Isopropylalkohol umkristallisiert. Ausb. 5,8 g, Schmp. 101—102°. 


C,,H,,0,N. Ber.N 11,96 Gef. N 12,13 


d) p-Carbathoxy-benzoyl-carbinol: 4,8g Diazoketon wurden in 
50 ccm Dioxan gelést und mit 4,8 com 10-proz. Schwefelsiure 1 Stde. bei 40° und 
¥, Stde. bei 70° erhitzt. Man go8 dann in Eiswasser und extrahierte mit Ather. 
Der Ather-Riickstand wurde aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 1,5 g, Schmp. 
99—100°. 
C,,H,,.0, Ber. C 58,92 H5,4 Gef.C 58,60 H 5,7 


m-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat 

a) m-Acetoxy-w-brom-acetophenon: 35,6g m-Acetoxy-acetophe- 
non wurden in 160 ccm Athylbromid gelést und mit 32 g Brom in kleinen Por- 
tionen unter Riihren versetzt. Das Brom wurde sofort verbraucht in Ubereinstim- 
mung mit Untersuchungen von Kréhnke!, nach denen die Bromierungsge- 
schwindigkeit von Methylketonen in Athylbromid besonders gro ist. Nach Ver- 
dampfen des Lésungsmittels wurde der Riickstand destilliert. Sdp. 137 — 140°/0,5 mm. 

b) m-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat: 64,3g der bromierten Ver- 
bindung wurden in 500 ccm absol. Alkohol gelést, mit 49,1 g entwassertem Kalium- 
acetat versetzt und 1 Stde. zum Sieden erhitzt. Nach Filtrieren wurde im Vak. ver- 
dampft. Der Riickstand wurde dann in wenig Wasser aufgenommen und mit Ather 
extrahiert. Der dlige Riickstand kristallisierte erst nach langerem Aufbewahren. 
Das Kristallisat wurde aus Isopropylalkohol umkristallisiert. Das m-Acetoxy- 
benzoyl-carbinol-acetat schmoiz bei 93—95°. 

C,.H,.0; Ber. C 61,01 H5,12 Gef. C 60,7 H 5,48 


3.3’-Bis-[w-acetoxy-acetyl]-diphenylmethan 

Die fiir die Darstellung dieser Verbindung benétigte Diphenylmethan-dicar- 
bonsiure-(3.3’) wurde nach M. Schépff"* hergestellt. 

a) Diphenylmethan-dicarbonsaure-(3.3’)-chlorid: 30g der obigen 
Saure wurden mit 70g Thionylchlorid erhitzt, bis die Salzsiure-Entwicklung 
nachlieB. Dann wurde im Vak. verdampft und der Riickstand aus Ligroin mit wenig 
Tierkohle umkristallisiert. Ausb. 9,8 g, Schmp. 95—98°. 

b) 3.3’-Bis-[@-diazo-acetyl]-diphenylmethan: 11,5 g Chlorid wur- 
den in 100 com Ather gelést und mit 550 cem Diazomethanlésung, aus 60g 
Nitrosomethylharnstoff hergestellt, versetzt. Nach Verdampfen des Athers kristalli- 
sierte man den Riickstand aus Isopropylalkohol um. Schmp. 105—108°. 


18 F, Kréhnke, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 929 [1936]. 
1M. Schépff, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 2321 [1894]. 
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c) 3.3’-Bis- [w-acetoxy-acetyl]-diphenylmethan: 2g Diazoketon 
wurden in 40 ccm einer 1-proz.Kaliumace tatlésung in Eisessig 2 Stdn. bei 60° und 
1, Stde. bei 80° erhitzt. Dann wurde mit Ather extrahiert und der Atherriickstand 
(1,2 g) aus Isopropylalkohol umkristallisiert. Schmp. 76—77°. 

C.,H.)0, Ber. C 68,47 H5,43 Gef. C 68,26 H 5,64 


3-Benzyl-4-acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat 

a) 3-Benzyl-4- methoxy- se at EF 20g 2-Benzyl-anisol, her. 
gestellt durch Methylieren von 2-Benzyl-phenol mit Dimethylsulfat (Sdp. 108- 
111°/0,5 mm) wurden in 100 ccm Schwefelkohlenstoff gelést und mit 13,5 g Alu. 
miniumchlorid versetzt. Dann gab man 7,9 g Acetylchlorid hinzu und erhitzte 
1 Stde. unter Riickflu8. Nach Abdestillieren des Schwefelkohlenstoffes goB man in 
angesauertes Wasser. Der ausgefallene Niederschlag wurde aus Athanol umkristalli. 
siert. Ausb. 19,2 g, Schmp. 102— 104°. 

b) 3-Benzyl-4-methoxy-benzoesdure: 5g 3-Benzyl-4- methoxy. 
acetophenon und 75ccm einer 15-proz. Natriumhypochlorit-Lésung wurden 
3 Stdn. auf etwa 90° erwirmt. Nach Abkiihlen und Anséuern mit verd. Salzsiure 
wurde in Ather aufgenommen, aus der ather. Schicht die gebildete Saure mit verd, 
Natronlauge extrahiert und aus der alkalischen Lésung mit verd. Salzsaiure wieder 
ausgefallt. Den Niederschlag kristallisierte man aus Isopropylalkohol um. Ausb, 
4,2 g, Schmp. 164—165°. 

C,;H,,0, Ber. C 74,36 H5 183 Gef. C 74,33 H 5,90 
c) 3-Benzyl-4-oxy-benzoesaure: 5,2g¢ 3-Benzyl-4-methoxy-ben. 


zoesaure wurden in 40 ccm Eisessig gelést. in Vv erlaufe von 3 Stdn. wurden zu der § 


siedenden Lésung 35 ccm waBr. 48-proz. Bromwasserstofflésung hinzugefiigt und 
noch eine weitere Stunde gekocht. Dann go man in Wasser und extrahierte mit 
Ather. Den Atherriickstand kristallisierte man aus Benzo]. Ausb. 3,4 g, Schmp. 
128°. 
C,,H,,0, Ber. C 73,67 H5,30 Gef. C 73,55 H 5,78 

Diese Séure gab keine Schmelzpunktsdepression mit der 3-Benzyl-4-oxy-benzoe- 
siure, die auf folgendem Wege hergestellt worden war. 

ce!) 3- Benzoyl-4-oxy-benzoesaure: 25g p- Benzoyloxy-benzoesaure- 


athylester wurden mit 15,8 g Aluminiumchlorid vermischt und % Stde. auf 
140° erhitzt, dann go8 man in EKiswasser und extrahierte mit Ather. Die Saure 1 


wurde der ather. Schicht mit einer Hydrogencarbonatlésung entzogen. Nach An. 


siuern wurde der Niederschlag aus Isopropylalkohol umkristallisiert. Schmp. 261° 


Die Ausbeute war gering. 

c*) 3-Benzyl-4-oxy-benzoesaure: 0,5 g des obigen Produktes wurden in 
Eisessig gelést und mit 8,5 g Zinkamalgam zum Sieden erhitzt. Man gab nach und 
nach 28 ccm konz. Salzsaure hinzu, verdiinnte nach dem Abkiihlen mit Wasser und 
extrahierte mit Ather. Der Atherriickstand wurde aus Benzol umkristallisiert. 
Schmp. 129°. 


d) 3-Benzyl-4-acetoxy-benzoesaure: 38 g 3-Benzyl-4-oxy-benzoe- F 


siure wurden mit 500 com Acetanhydrid und 40 cem Pyridin 2 Stdn. auf dem 
Wasserbade erhitzt. Schmp. 165—166°. 

e) 3-Benzyl-4-acetoxy-w-diazo-acetophenon: 10g 3-Benzy1-4-acet- 
oxy-benzoesaéure wurden 1 Stde. mit 50 cem Thionylchlorid zum Sieden 
erhitzt. Nach Verdampfen im Vak. hinterblieb ein Ol, das langsam fest wurde. 
Es wurde ohne weitere Reinigung in 60 ccm Ather gelést und mit einer 
Diazomethanlésung, hergestellt aus 27 g Nitrosomethylharnstoff, versetzt. 
Uber Nacht war ein Teil des Diazoketons ausgefallen. Ein weiterer Anteil wurde 
nach Einengen der Mutterlauge gewonnen. Beide Anteile wurden vereinigt und aus 
Isopropylalkohol umkristallisiert. Ausb. 7,5 g, Zers.-Pkt. 121—122°. 

C,,H,,0,N, Ber. N 9,52 Gef. N 9,29 

f) 3-Benzyl-4-acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat: 2g Diazoketon 

wurden mit 30 cem einer 3-proz. Lésung von Kaliumacetat in Eisessig 2 Stdn. auf 
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eton 70° erwirmt. Dann wurde in Wasser gegossen und der Niederschlag aus Athanol 
° und unkristallisiert. Ausb. 1,2 g, Schmp. 121—122°. 


stand C,9H,,0, Ber. C 69,92 H5,56 Gef. (69,63 H5,93 


































Phenyl-acetoxy-methyl-sulfon 
2g Phenyl-acetoxy-methyl-sulfid, nach den Angaben von Pumme- 
rer’ hergestellt, wurden zu einer Lésung von 2,7 g 36-proz. Wasserstoffper- 
her. oxyd in 20 com Eisessig unter Kiihlung hinzugegeben. Man lieB 5 Tage bei Zimmer- 


108— temperatur stehen und go8 dann die Lésung in Eiswasser. Der ausgetallene Nieder- 
Alv. schlag wurde aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 1 g, Schmp. 78—79°. 

nitate CyH,,0,8 Ber. C 50,46 H4,7 Gef. C 50,51 H 4,5 

tale Bei der experimentellen Ausfiihrung der Versuche unterstiitzten uns die 


Herren L. Talamona, G. Valzelli und G. Biganzoli. 
Oxy- 


— Zusammenfassung 
—— Es wurde die Spezifitat der Membranaktivitaét des Benzoyl-carbinol- 
hye 4 acetates studiert, die groBe Ahnlichkeit mit der Wirksamkeit mancher 


Inhaltsstoffe der Nebennierenrinde und des ACTH zeigt. 

Dabei wurde gefunden, daB auBer dem p-Acetoxy-benzoyl-carbinol- 
ben.— acetat auch das 4.6-Dioxy-cumaranon-(3), ein kondensiertes 0-Oxy-ben- 
uder ff zoyl-carbinol-Derivat, eine betrachtliche Antipermeabilitaétswirkung 
i und F besitzt. Das m-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat und ebenso das p- 
dee Carbithoxy-benzoyl-carbinol, das 3.3’-Bis-[w-acetoxy-acety] |-dipheny]- 


hmp. 

= methan, das 3-Benzyl-4-acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat und das Phe- 
nyl-acetoxy-methyl-sulfon waren inaktiv. 

nZoe- 

will Summary 

. auf The specificity of the membrane activity of benzoyl carbinol acetate 


- | has been studied; in this respect it shows great similarity to the activity 
261° of many constituents of the adrenal cortex and of ACTH. 
It was found that, in addition to p-acetoxybenzoyl carbinol acetate, 
en inf} 4.6-dihydroxy-3-cumaranone, a condensed o-hydroxybenzoyl carbinol 
|und# derivative, possesses a considerable anti-permeability activity. m-Acet- 
be oxybenzoyl carbinol acetate, p-carbethoxybenzoyl carbinol, 3.3’-bis- 
[w-acetoxyacetyl]-diphenylmethane, 3-benzyl-4-acetoxybenzoyl  car- 
zoe-— binol acetate and phenyl acetoxymethyl sulphone were inactive. 


dem 
1 R. Pummerer, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 1412 [1910]. 








36 Bd. 302 (1955) 


Beitrage zur Wirkungsweise des Insulins 
I. Mitteil. : 


Uber die Beeinflussung der Glucoseaufnahme 
des isolierten Rattenzwerchfellmuskels 


Von 
Johs. Briiggemann, J. Schole* und H. Karg* 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernihrung der Tiere der Universitit Miinchen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. Johs. Briiggemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1955) 


Die Auffassung, nach der das Insulin der wachstumshormon-(STH). 
bedingten Hemmung der Hexokinase entgegenwirken soll, basiert zum 
Teil auf der vielfach bestitigten Beobachtung von Cori und Mitar. 
beitern!, daB die Glucoseaufnahme des Rattenzwerchfellmuskels in 
vivo und in vitro durch Insulin geférdert wird. Danach tritt das Insel. 
hormon in ‘jeder einzelnen Zelle mit anderen Hormonen direkt in Kon. 
kurrenz, insbesondere mit dem STH. 


Einige physiologische und biochemische Befunde sind mit einer F 


solchen Wirkungsweise nicht ohne weiteres in Einklang zu bringen. Ins. 


besondere ist die Beobachtung schwer diskutierbar, daB die Glucoseauf. fF 


nahme des Rattenzwerchfells nach Entfernung der Nebennieren (NN) 
zunimmt, nach unseren Ergebnissen mehr als nach Insulinbehandlung. 
Als Erklérung nimmt Cori an, daB auch in der NN ein Faktor gebildet 


wird, der die Hexokinase hemmt. Eine derartige Méglichkeit kann nicht F 
in Abrede gestellt werden, obgleich wir wissen, daB zur Muskelarbeit und | 


damit zum Kohlenhydratstoffwechsel des Muskels die Nebennierenrinde 
unentbehrlich ist. Man miiBte daraus folgern, daB die NNR-Hormone den 
Kohlenhydratstoffwechsel (primiar also die Hexokinasereaktion) stimu- 


lieren und dadurch den Muskel arbeitsfahig erhalten. Conway undf 


‘| 
Da wir aber nach Entfernung der NN eine steigende Glucoseaufnahme F 
messen, scheint dieser Test nicht in jedem Fall fiir die Bestimmung der f 


Hingerty fanden in der Tat bei nebennierenlosen Ratten in der Musku 
latur eine Abnahme des Glucose-6-phosphats von 6,42 mMol auf 2,03 


Hexokinaseaktivitaét geeignet zu sein. 


* Die vorliegende Arbeit wurde durch liebenswiirdige Gewahrung von Per- | 
sonal- und Sachbeihilfen durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft unter. | 
stiitzt. 

1 M. E. Krahl u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 170, 607 [1947]. 

2 E. J. Conway u. D. Hingerty, Biochem. J. 160, 633 [1945]. 
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Weiterhin lat sich biochemisch keine Erklarung dafiir geben, durch 

welche Reaktion das Insulin die STH-bedingte Hemmung der Hexo- 
kinase aufhebt. Die Hexokinase ist ein SH-Ferment®. Auf Grund dieser 
Eigenschaft wird sie im biologischen System durch SH-Glutathion akti- 
viert. Das Insulin seinerseits wird durch SH-Glutathion inaktiviert und 
ist durch die im Molekiil enthaltenen Disulfid-Bindungen in der Lage, 
SH-Gruppen zu oxydieren. 

Laszt* hat auf dieser Reaktion eine Hypothese der Insulinwirkung 
aufgebaut. Danach ware im Gegenteil eine Inaktivierung der Hexo- 
kinase durch Insulin im biologischen System zu erwarten. 

Andererseits weiB man, da zahlreiche Substanzen ganz unter- 
schiedlicher chemischer Natur in geringer Dosierung ein Ferment oder 
eine Fermentgruppe im biologischen System aktivieren, in héherer Do- 
sierung dagegen hemmen. Auf diese Beobachtung ist insbesondere von 
Dirscherl® wiederholt hingewiesen worden. Da es sich auch bei der 
Insulinwirkung auf das isolierte Rattenzwerchfell in vitro méglicher- 
weise um einen solchen Effekt handeln kann, haben wir die Beein- 
flussung der Glucoseaufnahme naher untersucht. 


Beschreibung der Versuche 


Da der Umfang der Glucoseaufnahme von der GréBe und dem Futterzustand 
der Tiere und von der Fiitterungsart abhaingig ist®’, wurden fiir diese Versuche 
nur Ratten (Spreag-Dawley-Stamm) zwischen 150 und 170 g verwendet, die ein- 
heitlich mit Latz-Futter gefiittert und nicht ausgeniichtert waren. Nach Dekapi- 
tation wurde das Zwerchfell sofort herausprapariert, in kalter Ringerlésung von 
anhaftendem Blut befreit und auf Filterpapier abgetupft. AnschlieBend wurden — 
unter Verwerfung sehniger Anteile — Zwerchfellstiickchen von etwa 100 mg einge- 
wogen und in Warburg-Kélbchen, die 3 ml Ringerlésung mit 500 mg®/, Glucose 
enthielten, 70 Min. inkubiert. Die Temperatur des Thermostaten betrug 37°, die 
Frequenz 80 Schwingungen/Minute. Die verschiedenen Zusitze erfolgten kurz vor 


| dem Kinhangen der Kélbchen in den Thermostaten. 


Zur Beendigung des Versuches wurde nach Entfernung der zur Kohlendioxyd- 
Absorption dienenden Lauge der gesamte Inhalt jedes Warburg-GefaBes durch ein 
Papierfilter in ein 100 ml fassendes MaBk5lbchen filtriert, mit viel Wasser nachge- 
spilt und anschlieBend auf 100 ml aufgefiillt. Hiervon wurde ein aquivalenter An- 
teil zur Glucosebestimmung verwendet. 

Die Glucosebestimmung erfolgte mit Anthzon’. 100 mg Anthron wurden hierzu 


_ in 54 ml konz. Schwefelsaure gelést. 3 ml Anthron-Lésung wurden mit 2 ml Test- 


lésung vereinigt, 10 Min. im ‘Wasserbad auf 100° erhitzt und nach Abkiihlen auf 
Zimmertemperatur im Eppendorf-Gerat kolorimetrisch ausgewertet (Hg 578, 1 cm 
Schichtdicke). 





3 A. Sols u. R. K. Crane, J. biol. Chemistry 206, 925 [1954]. 

4 L. Laszt, Probleme des Hypophysen-NNR- Systems (Erstes Freiburger 
Symposion), Schriftleitung L. WeiBbecker. Springer-Verlag 1953. 

° W. Dirscherl, 5. Colloquium der Gesellschaft fiir physiol. Chemie, Mai 
1954, Mosbach (Baden). 

- Kohn u. M. Kolinsky, Metabolism 2, 146 [1953]. 

? C. Liébecq, Biochem. J. 58, 65 [1954]. 

8 R. Johanson, Nature [London] 171, 176 [1953]. 
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In der ersten Versuchsreihe sollte festgestellt werden, welche Unterschiede in 
der Glucoseaufnahme zwischen den Zwerchfellen normaler und nebennierenloser 
Ratten (Tétung 4 Tage nach NN-Exstirpation) besteht und wie sich verschiedene 
Insulinzusiatze in vitro auswirken. Das Ergebnis zeigt die Tabelle. 

Die héchste Glucoseaufnahme findet man 4 Tage nach NN-Exstirpation, die 
nachsthéhere nach Zusatz von 15 y bzw. 0,4 E Insulin zu dem Zwerchfell eines un. 
behandelten Tieres in vitro. Zugabe der doppelten Insulinmenge (30 y je Ansatz) 
fiihrt bereits zu einer deutlichen Hemmung der Glucoseabsorption. Der Sauerstoff. 
Verbrauch wird nur unwesentlich beeinfluBt. 


Glucoseaufnahme von Rattenzwerchfell unter verschiedenen Bedingungen. 























je Ansatz* mg Glucose/100 mg Zwerchfell/ | mm* O,/100 mg Zwerch. 
Zusatze 70 Min. fell/Stde. 
ohne Zusatz 1,9 + 0,08 42,6 + 2,4 
‘ ned 
— 2,340,09 (P=  0,5%)t 44,1 + 2,3 
on krist.** 2:3 a 0,07 (P _ 0,3%)T Sie 
: capt 
os krist.** 154014 (P= 2,5%)t = 
4 Tage nach NN- 
Exstirpation 2,7+ 0,07 (P = < 0,1%)t 38,0 + 2,1 
(ohne Zusatz) ’ 
ohne Zusatz 1,9 + 0,13 42,6 + 2,4 
As,0, es 70 
2,3 10-7 Mole 2.4+0,14 (P= 1,7%)t 48,0 + 1,2 
As,0, “ 4 
4,6: 10-7 Mole 1,1+0,20 (P= 0,8%)tT = 
sal * Die Zusitze erfolgten derart, daB die Gesamtmenge an Inkubationsfliissigkeit immer 3 ml 
vetrug. 


** Den Farbwerken Hoechst wird fiir die Uberlassung der Insulin-Priparate bestens gedankt. 


t Die Differenz ist gesichert. 


In einer zweiten Versuchsreihe wollten wir priifen, ob eine Stimulierung der f 


Glucoseaufnahme durch ein unspezifisches SH-Reagens ebenfalls zu erreichen ist. 
Wie die Tabelle zeigt, liegt die Stimulierung bei Zusatz von 2,3-10-7 Molen As,0, 
etwa in der gleichen GréBenordnung wie bei Zusatz von 15 y Insulin. Anwen- 
dung der doppelten As,0,-Menge hat wie beim Insulin-Zusatz eine Hemmung der 


Glucoseaufnahme zur Folge. Der Sauerstoff-Verbrauch wird durch die geringe 


As,0,-Dosierung etwas stimuliert. 


Diskussion 


Aus den beschriebenen Versuchen glauben wir ableiten zu kénnen, f 
daB es sich bei der so hiufig diskutierten Insulin-Wirkung auf das> 
Rattenzwerchfell in vitro wahrscheinlich um einen unspezifischen Effekt > 
handelt. Zur Stiitze dieser Auffassung lé8t sich anfiihren, daB auch das f 
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STH in geringer Dosierung (10—20y/Ansatz) die Glucoseaufnahme sti- 
muliert®, wihrend héhere Zusitze hemmend wirken!®, Wir méchten an- 
nehmen, daB es sich hier ebenfalls um eine unspezifische Wirkung han- 
delt. In der gleichen Weise glauben wir den Effekt des Acetacetats™ auf 
die Glucoseaufnahme deuten zu kénnen. 

AbschlieBend sei noch erwaihnt, daB es sich bei der in vitro ge- 
messenen Stimulierung der Fettsiiuresynthese durch Insulin (Leber- 
schnitte!* bzw. Brustdriisenschnitte lactierender Ratten!) sehr wahr- 
scheinlich ebenfalls um eine unspezifische Wirkung handelt. Die fiir eine 
Substanz gemessene Syntheserate ist als Resultante aus Bildung und 
Zerfall zu beurteilen. In der diabetischen Leber iiberwiegt der Fett- 
siurezerfall praktisch zu 100%. Durch Hemmung des Abbaues diirfte 


diese Resultante normalisiert werden, und diese Hemmung ist anschei- 
' nend durch Insulin zu erreichen. Um diese anabole Insulinwirkung 


deutlich werden zu lassen, sind auch wesentlich héhere Insulin-Dosie- 
rungen notwendig (25 y!8 baw. 60 y1? je m/ Inkubationsfliissigkeit). Um 
in vivo denselben Effekt zu erzielen, wird relativ ein Bruchteil dieser 
Menge, nimlich 4 E fiir eine 100 g schwere Ratte bendtigt'*. 


Frau Liselotte Wartel sind wir fiir die sorgfaltige Durchfiihrung der Ana- 
lysen zu besonderem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Die héchste Glucoseaufnahme zeigen Zwerchfelle von Ratten, 
denen die Nebennieren 4 Tage vorher entfernt wurden. 

2. In vitro férdert das Insulin bei Zusitzen von 15 y/Ansatz 
(5 y/ml) die Glucoseaufnahme, wahrend 30 y/Ansatz (10 y/ml) schon 
hemmend wirken. 

3. Geringe Anteile von Arsentrioxyd (2,3 - 10-7 Mole/Ansatz) fér- 
dern die Glucoseabsorption in gleichem Umfang wie kleine Insulindosen. 
Bei Anwendung der doppelten As,O,-Menge ist eine deutliche Hemmung 
zu beobachten. 

Auf Grund dieser Versuche nehmen wir an, daB es sich bei der in 
vitro beobachteten Insulinwirkung wahrscheinlich um einen unspezi- 


' fischen Effekt handelt. 


Summary 


1. The largest glucose uptake is exhibited by the diaphragms of rats 
whose adrenal glands have been removed 4 days previously. 





® I. H. Ottaway, Brit. med. J. 4882, 357 [1953]. 
10 J. H. Ottaway, Nature [London] 167, 1064 [1951]. 
1 A. Chariu. E. Wertheimer, Nature [London] 171, 44 [1953]. 
2 R. O. Brady u. §. Gurin, J. biol. Chemistry 186, 461 [1950]. 
13 T. H. Balmain, 8. J. Folley u. R. F. Glascock, Nature [London] 168, 
1083. [1951]. 
' 4M. J. Osborn, I. L. Chaikoff u. I. M. Felts, J. biol. Chemistry 193, 549 
1951}. 
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2. In vitro, insulin added in quantities of 15 y per experiment (5 y 
per m/l) promotes the uptake of glucose while a quantity of 30 y per ex. 
periment (10 y per ml) has an inhibiting effect. 

3. Small portions of arsenic trioxide (2.3 x 10-7 moles per experi. 
ment) promote the glucose uptake to the same extent as small doses of 
insulin. When double these quantities of arsenic trioxide are employed 
a definite inhibition is observed. 

It is assumed on the basis of these experiments that the action of 
insulin observed in vitro is probably a non-specific effect. 
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Beitrage zur Wirkungsweise des Insulins 


II. Mitteil. : 
Direkte oder indirekte Wirkung des Insulins ? 
Von 
Johs. Briiggemann, J. Schole* und H. Karg* 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernihrung der Tiere der Universitit Miinchen 
: (Vorstand: Prof. Dr. Dr. Johs. Briiggemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1955) 


Die Vorstellung, da8 das Insulin in jeder einzelnen Zelle mit anderen 
Hormonen, insbesondere mit dem Wachstumshormon (STH), direkt in 
Konkurrenz tritt, vermag nicht alle beobachteten physiologischen Wir- 
kungen dieses Hormons zu erkléren. Von Laszt! und Abderhalden? 
wurde z. B. betont, daB sich bei absoluter Giiltigkeit dieser Theorie hypo- 
physenlose Tiere gegeniiber Insulin unempfindlich zeigen miiBten. Tat- 
sichlich fiihrt aber die Entfernung der Hypophyse zu besonderer Insu- 
linempfindlichkeit. 

AuBerdem ist zu bedenken, daB als Folge der Insulinwirkung neben 
dem Blutzucker auch die Konzentration anderer, im Blut vorkommender 
Substanzen deutlich verandert wird, u. a. der Gehalt an veresterten Fett- 
siuren und Aminoséuren®. Auch die Beeinflussung der oxydativen Phos- 
phorylierung durch Insulin‘ ist durch die Hexokinasetheorie nicht zu er- 
klaren. Diese Befunde lassen eher auf eine komplexe Wirkung des In- 
sulins schlieBen. 

Noch eine weitere Beobachtung, die mit der derzeitigen Vorsteilung 
iiber die Insulinwirkung nur schwer in Einklang zu bringen ist, sei er- 
wahnt. Wir wissen heute, daB die Hexokinaseaktivitat in der Leber nur 
gering ist®. Der Leber kommt die Aufgahe zu, die Glucose zur Haupt- 
sache an die Peripherie abzugeben und nicht selbst zu verbrauchen. Aus 
diesem Grunde ist die Glucose-6-phosphatase-Aktivitét sehr hoch, um 
eine méglichst weitgehende Abgabe des aus Glykogen freigesetzten 


* Die vorliegende Arbeit wurde durch liebenswiirdige Gewahrung von Perso- 
nal- und Sachbeihilfen durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft unter- 
stiitzt. 

1 L. Laszt, Probleme des Hypophysen-NNR-Systems (Erstes Freiburger 
Symposion), Schriftleitung L. WeiBbecker, Springer-Verlag 1953. 

2 R. Abderhalden, Die Hormone, Springer-Verlag 1952. 

3 W. Appel u. K.J.Hansen, diese Z. 297, 49 [1954]; A.C. Griffin, 
J.M. Luck, V. Kulakoff u. M. Mills, J. biol. Chem 209, 387 [1954]. 

4 J.Sacks, Arch. Biochemistry 30, 423 [1951], zit. nach!®; Ch.de Duve, 
5. Colloquium der Gesellschaft fiir physiologische Chemie, Mosbach (Baden) 1954. 
5 C. Long, Biochem. J. 50, 407 [1951]. 
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Glucose-phosphats zu gewihrleisten. In der Muskulatur liegen die Ver 
haltnisse genau umgekehrt. Hier ist die Hexokinaseaktivitat am h6chsten 
von allen Organen, wihrend eine Glucose-6-phosphatase praktisch nicht 
nachweisbar ist. Die Muskelzelle ist also auf die Verbrennung von Glu. 
cose angewiesen, wahrend die Leber anscheinend hauptsachlich aus der 
Peripherie zustr6mende C,- bzw. C,-Bruchstiicke energetisch verwertet. 
Man miiBte hieraus folgern, daB die Muskulatur am meisten Insulin be. 
nétigt, um eine ausreichende Aktivitat der Hexokinase aufrechtzuer. 
halten. Uberraschenderweise haben aber zahlreiche Versuche mit !1J. 
markiertem Insulin gezeigt, daB die Hauptaktivitaét immer in der Leber, 
der Niere und der Milz zu finden war, wihrend die Aktivitaét in der Mus. 
kulatur zum Teil geringer war als im Serum®. Die an das Insulin ge. 
bundene Radioaktivitaét wird sogar von der Leber aus dem Blut aktiv 
angereichert, wahrend anorganisches '*!J unter den gleichen Bedingungen 
nicht gespeichert wird’. Nach diesen Ergebnissen scheint die Leber, die 
am wenigsten Inselhormon benétigt, mit am meisten zu erhalten. 

Da diese Befunde mit Hilfe der Hexokinasetheorie nicht ohne 
weiteres zu erklaren sind, haben wir versucht, die Frage zu entscheiden, 
ob die Steigerung der Glucoseverwertung oder die Hemmung der Glu- 
cosemobilisierung in der Leber fiir die durch das Insulin ausgeléste Blut- 
zuckersenkung primar entscheidend ist. 


Beschreibung der *Versuche 

In einer ersten Versuchsreihe sollte gepriift werden, ob nach Insulinzufuhr 
zwischen dem Absinken des Blutzuckers und dem Ansteigen der Glucoseaufnahme 
(Zwerchfell) eine zeitliche Bezichung besteht. Eine derartige Korrelation ware nach 
der Hexokinasetheorie zu fordern. Fiir diese Versuche wurden Ratten verwendet, 
die méglichst genau ein Gewicht von 110 g erreicht hatten und iiber Nacht aus- 
geniichtert waren. Die Versuchstiere erhielten 10 E Insulin Hoechst*, die Kontrollen 
0,25 ml einer physiologischen Kochsalzlésung subcutan. Nach 5, 10 usw. Min. 
wurden die Tiere durch Dekapitation getétet. Wahrend des Ausblutens wurde 


Glucose-Aufnahme des Zwerchfells und Blutzuckerspiegel 
nach Insulinzufuhr. 








Zeit nach Insulin- mg Glucose/100 mg Blutzucker 
verabreichung Zwerchfell/70 Min. mg % 
Kontrolle 1,9 + 0,06 71 
Dam. . ck 2,0 + 0,08 75 
10Min. ..... 2,0 + 0,08 53 
|. 2,0 + 0,09 32 
Somme SS 2,0 + 0,10 27 
iipge. . . 2... 2,5 + 0,17 25 
| i 2,5 + 0,10 28 








6 N. Haugaard, M. Vaughan, E.S. Haugaard u. W.C. Stadie, J. biol. 
Chemistry 208, 549 [1954]; N. J. Elgee u. R. H. Williams, J. clin. Invest. 33, 
1252 [1954]; E. Kallee u. G. Seybold, Z. Naturforsch. 96, 307 [1954]. 

7 N. D. Lee u. R. H. Williams, Endocrinology (Spr. IIT) 54, 5 [1954]. 
* Den Farbwerken Hoechst wird fiir die Uberlassung von _,,Insulin 
Hoechst“ bestens gedankt. 
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Blut zur Blutzuckerbestimmung entnommen und anschlieBend das Zwerchfell her- 
auspripariert. Der Blutzuckergehalt wurde nach Hagedorn-Jensen ermittelt, 
die Glucoseaufnahme des Zwerchfells nach dem in der I. Mitteil. beschriebenen 
Verfahren. Die Ergebnisse zeigt die Tabelle (S. 42). 

Aus den angefiihrten Werten ist zu ersehen, da8 bis zu 30 Min. nach der 
Insulingabe keine Beeinflussung der Glucoseaufnahme zu verzeichnen ist. Erst 
1Stde. nach der Hormonzufuhr ist eine gesicherte Steigerung nachzuweisen 
(P = 0,36°%), die wahrend der nachsten Stunde bestehenbleibt (P = < 0,1%). 
Die erste Beeinflussung des Blutzuckers konnte dagegen schon nach 10 Min. und 
die erste eindeutige Senkung nach 15 Min. registriert werden. Nach diesen Ergeb- 
nissen scheint keine Beziehung zwischen der Abnahme des Blutzuckers und dem 
Ansteigen der Glucoseverwertung zu bestehen. 

In einer zweiten Versuchsreihe sollte erfaBt werden, ob die insulinbedingte 
Blutzuckersenkung primar durch Hemmung der Glucosemobilisierung in der Leber 
erreicht wird. Wir gingen hier von der Uberlegung aus, daB der Gehalt der Leber 
an freier Glucose, gemessen in einer bestimmten Zeitspanne nach der Insulin- 
zufuhr, ein annaherndes MaB fiir den Umfang der Glykogenspaltung liefern kénnte. 
Fiir diese Versuche behandelten wir ebenfalls Ratten von 110 g, denen iiber Nacht 
das Futter entzogen worden war, mit 10 EK Insulin und dekapitierten die Tiere 
nach genau 15 Minuten. Die Kontrollen erhielten 0,25 ml physiologischer Koch- 
salzlésung; anschlieBend wurde die Leber zur Glucosebestimmung herausprapa- 
riert und sofort auf 0° gekiihlt. 


Zur Ermittlung des Glucosegehaltes gingen wir folgendermaBen vor: 200 mg 
Gewebe wurden in 4 ml m-Phosphorséure zerrieben und durch ein Papierfilter 
filtriert. 2 ml des Filtrates wurden in einem Zentrifugenglas mit 2 ml H,O verdiinnt, 
durch Zusatz von 4 m/ Alkohol das Glykogen gefallt und die Fallung durch 4/,-stdg. 
Stehenlassen in Eiswasser vervollstindigt. Nach dem Abzentrifugieren wurden 
2m/ der tiberstehenden Fliissigkeit mit Wasser auf 10 m/ verdiinnt und in dieser 
Lésung der Glucosegehalt mit Anthron ermittelt (vgl. I. Mitteil.). Nach dieser 
Methode fanden wir in der Leber folgende Glucosewerte: 


Kontrolle 15 Min. nach 10 E 
(0,25 ml physiol. NaCl s. ec.) Insulin s. c. 
321 + 29 mg % 165 + 16 mg % 


Die Differenz ist sehr gut gesichert (P = < 0,1 °%). 


Wir méchten auf Grund dieser Ergebnisse annehmen, daB die Senkung des 
Blutzuckers primar durch Hemmung der Glucosemobilisierung in der Leber und 
erst sekundér durch Steigerung der Glucoseverwertung in der Peripherie erreicht 
wird. 


Diskussion 


Bei der Diskussion der Insulinwirkung bzw. des Diabetesproblems 
miissen verschiedene Befunde auf einen Nenner gebracht werden, ins- 
besondere die Verhaltnisse beim Pankreas-Diabetes und Steroid-Dia- 
betes, die diabetogene Wirkung des Wachstumshormons, die Besserung 
der diabetischen Stoffwechsellage nach Entfernung der NN bzw. der 
Schilddriise, die offenbar bestehenden Zusammenhinge zwischen Blut- 
zucker und Blutglutathion und andere mehr. Alle diese Befunde, ge- 
meinsam mit den hier von uns mitgeteilten Ergebnissen, méchten wir 
wie folgt diskutieren: 

Nach unserer heutigen Kenntnis besteht zwischen dem Glucose- 
und dem Glutathionspiegel des Blutes ein Zusammenhang. STH®, Allo- 


8 P. W. Gregory u. H.GoB, Growth 8, 159 [1939]. 
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xan, Acetacetat®, Dehydroascorbinsaéure!® — um einige wenige Bei. 
spiele zu nennen — und auch, nach langerer Verabreichung, ACTH" 


bzw. Cortison!? senken den Gehalt des Blutes an reduziertem Gluta. 
thion. Gleichzeitig steigt der Blutzucker. Es 1aBt sich denken, daB durch 
diesen Eingriff nicht nur die Aktivitaét der Hexokinase, sondern die Akti. 
vitat aller fiir den Kohlenhydratabbau notwendigen SH-Fermente ab. 
nimmt und damit parallel die Glucoseverwertung in der Ké6rperperi- 
pherie. 

Wir wissen weiterhin, daB nach Insulinzufuhr der Glutathiongehalt 
der Leber abnimmt'*!*. Diese Beobachtung konnten wir bei unseren 
Versuchen bestatigen. Es darf wohl angenommen werden, da die in der 
Zeiteinheit im Lebergewebe freigesetzte Glucosemenge ebenfalls (vgl. 
I. Mitteil.) als Resultante aus Glykogenspaltung und Glykogensynthese 
zu beurteilen ist. Ein Glutathionentzug bedeutet, da die Phosphorylase 
ein SH-Ferment ist, eine Verschiebung dieser Resultante zugunsten der 
Glykogensynthese. Den von uns nach Insulinbehandlung gefundenen 
geringeren Gehalt an freier Leberglucose méchten wir daher als Resul- 
tante aus einer Hemmung der Glykogenspaltung und einer Steigerung 
der Glykogensynthese deuten. Die Beeinflussung des Fettsiurestoff.- 
wechsels durch Insulin (vgl. I. Mitteil.) glauben wir hiermit direkt ver- 
gleichen’zu kénnen. 

Hier 1aBt sich einwenden, da die Leberhexokinase als SH-Ferment 
durch die Glutathionabwanderung in ihrer Aktivitat ebenfalls abnehmen 
mu. Durch diesen Eingriff wiirde aber die Glykogensynthese aus Glu- 
cose ebenfalls vermindert. Zur Klarung dieser Frage sei vorweg- 
genommen, da fiir die Abnahme der Glucoseverwertung in der dia- 
betischen Leber wahrscheinlich nicht ein Absinken der Hexokinaseakti- 
vitét, sondern eine starke Zunahme der ATP-ase und besonders der 
Glucose-6-phosphatase verantwortlich zu machen ist. Hierdurch tritt 
erstens leicht ein Mangel an ATP ein und zweitens wird gebildetes Glu- 
cosephosphat sofort wieder gespalten, wodurch ein Versagen der Hexo- 
kinase vorgetaéuscht werden kann. Es lieB sich zeigen, daB unter der In- 
sulinwirkung mit dem Glutathiongehalt die ATP-ase-Aktivitaét in der 
Leber abnimmt!*. Fiir die Phosphatase gelten gleiche Verhiltnisse". 
AuBerdem lieB sich nachweisen, dafs der ATP-Gehalt der Leber unter 
Insulin zunimmt!*. Erhéhtes ATP-Angebot bedeutet aber — in einem 

® M.C. Nath, V. G. Hatvalue u. J.S.Gadgil, Biochem. J. 58, 479 [1953]. 

10 JT, W. Pattersen, J. biol. Chemistry 188, 81 [1950]. 

11 T, W. Conn, L. H. Louis, M. W. Johnston, B. Johnson, J. Blood u 
E. Pinkham, J. lab. clin. Med. 84, 255 [1949]. 

22 A, Lazarow u. J. Berman, Anat. Rec. 106, 215 [1950]. 

18 F, Binkley, G.M.Christensen u. F.C. Wu, J. biol. Chemistry 192, 
29 [1951]. 

14 EK. Manni, Boll. Soc. ital. Biol. speriment 28, 351 [1952]. 

1 J. Ashmore, A. B. Hastings u. F.B. Nesbett, Proc. nat. Acad. Sci. 
(USA) 40, 673 [1954]. 

16 M.O. Kaplan u. D. M. Grenberg, Amer. J. Physiol. 140, 598 [1944], 
zit. nach?, 
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bestimmten Bereich — Steigerung der Hexokinasefunktion®. Daher darf 
man annehmen, da durch den Glutathionentzug die Geschwindigkeit 
der Glucosephosphorylierung nur unbedeutend beeinfluBt wird, wihrend 
die Glucosephosphatspaltung eine deutliche Verminderung erfahrt. Diese 
Uberlegung vermag auch die bessere Fructoseverwertung der diabe- 
tischen Leber bzw. die bessere Fructoseverwertung der Leber tiberhaupt 
mu erklaren. Die Fructokinasereaktion, die Fructose-1-phosphat liefert, 
umgeht namlich die Glucose-6-phosphat-Stufe und kann daher durch die 
spezifische Glucose-6-phosphatase nicht gespalten werden. 

Nach diesen Uberlegungen werden der Leber primar SH-Gruppen 
entzogen, wodurch die Glucoseabgabe an die Peripherie gehemmt wird. 
Sekundér kann das in die Peripherie gelangende Glutathion die Glu- 
coseverwertung in der Muskulatur steigern. 

Diese Vorstellung vermag allerdings nicht alle beobachteten Effekte 
m erklaren. Es wurde schon angedeutet, da die NNR-Hormone, iiber 
lingere Zeit verabreicht, denSH-Glutathiongehalt des Blutes vermindern. 
Erstaunlich ist nun, daB die NNR-Hormone, denen normalerweise aus- 
schlieBlich katabole Funktionen zukommen, in diesem Stadium eine ana- 
bole Wirkung entfalten (erhéhte Fettablagerung und N-Retention)!’. 
Wir glauben, dieses auch beim Morbus Cushing auftretende Phinomen 
wie folgt erklaren zu miissen: 

Wie der eine von uns!8 schon vor langerer Zeit in einer vorlaufigen 
Mitteilung berichten konnte, sind wir mit Laszt! der Ansicht, daB die 
NNR-Hormone Disulfidbindungen reduzieren. Zwischen dem Rinden- 
hormon und der Disulfidbindung ist wahrscheinlich die Ascorbinséure 
und das Glutathion eingeschaltet. Wir werden hierauf in einer ausfiihr- 
licheren Mitteilung naher eingehen. Fortlaufende Zufiihrung sehr hoher 
Dosen an NNR-Hormonen diirfte diese Receptoren, also Vitamin C und 
Glutathion, besonders stark belasten, was zu einer Verminderung der- 
selben fiihren kann, wahrend unter normalen Bedingungen der entgegen- 
gesetzte Effekt auftritt. 

AuBerdem glauben wir nach Schole!® die Auffassung vertreten zu 
kénnen, daB die Thyroxinwirkung ebenfalls an der SH-Gruppe des Glu- 
tathions angreift und dieses zu einem Glutathion-SH’ aktiviert. Auch auf 
diese Problematik wollen wir erst in einer spiteren Mitteilung ausfihr- 
licher eingehen. In diesem Zusammenhang sei nur darauf hingewiesen, 
da8 nach dieser Vorstellung mit dem Glutathion das Receptorsystem 
und damit die Breitenwirkung der katabolen Hormone verschoben wird. 
Hierdurch wird die giinstige Beeinflussung der diabetischen Stoffwech- 
sellage durch Entfernung der NN bzw. der Schilddriise dem Verstiandnis 
niher gebracht. 

Zusammenfassend glauben wir den Versuch wagen zu k6énnen, die 
Frage nach der Diabetesentstehung wie folgt zu beantworten: 


- @ F. X. Hansberger u. A.J. Ramsay, Endocrinology (Spr. III) 53, 423 


(1953). 
18 J. Schole, Naturwissenschaften 40, 555 [1953]. 
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Durch den Ausfall des Inselhormons wird die Glutathionverteilung 
zugunsten der Leber und zuungunsten der Peripherie verschoben. Der 
Angriffspunkt der katabolen Hormone konzentriert sich hierdurch be. 
sonders auf die Leber, woraus ein Uberwiegen der katabolen Stoff. 
wechselkomponente resultiert. Begiinstigt wird diese Disharmonie an. 
scheinend durch den Umstand, daf die Leber im Gegensatz zu Niere und 
Darmschleimhaut, die zur Glutathionsynthese und -spaltung befihigt 
sind, iiber keine Glutathionase zur vollstandigen Glutathionspaltung ver. 
fiigt 9, 

Infolge der steigenden Phosphorylase- und Phosphataseaktivitat 
wird vorhandenes Glykogen zu Glucose abgebaut. Gleichzeitig wird der 
Fettsiureabbau gesteigert, wodurch in der Zeiteinheit sehr viele Essig. 
sdurereste entstehen. Das hohe Acetatangebot kann nur z. T. vom Citro- 
nensdurecyclus aufgenommen werden. Die Aufnahme ist offenbar ins. 
besondere deshalb beschrankt, weil durch die fehlende Kohlenhydrat- 
dissimilation und die intensive Gluconeogenese die Oxalessigsiure ins 
Minimum geriat. Die Folge ist eine Anhiufung von Acetessigsiure und 
Aceton. Hierauf wurde schon von Wieland hingewiesen*®. Gleichzeitig 
sinkt der Glutathiongehalt und damit die Stoffwechselintensitat in der 
Peripherie#!. Was also den ,,Diabetes‘‘ nach unserer Vorstellung aus. 
macht, ist das MiBverhaltnis zwischen der Intensitaét des Leberstoff- 
wechsels und des peripheren Stoffwechsels, was eine Storung der Stoff. 
wechselharmonie des Gesamtorganismus zur Folge hat. Eine Normaii- 
sierung der Glutathionverteilung vermag die genannten Ausfallser- 
scheinungen zu beheben. 

Aus dieser Sicht heraus wird es verstindlich, daB sich die Entfer. 
nung der NN oder der Schilddriise fiir einen diabetischen Organismus 
giinstig auswirken mu8. Durch diese Operation werden namlich die ge- 
steigerten Fermentaktivitaten in der Leber auf Normalwerte gesenkt. 
AuBerdem 1aB8t sich diskutieren, warum der Cortison-Diabetes und die 
erste Phase des STH-Diabetes insulinresistent erscheinen. In beiden 
Fallen ist nimlich nicht die Glutathionverteilung gestért, sondern der 
Gesamtglutathiongehalt in der Leber und der Peripherie reduziert. Der 
Steroid-Diabetes ist demnach kein ,,echter‘‘ Diabetes. 

Weiterhin wird die bisher nur schwer erklirbare Tatsache, daB die 
Glucoseresorption beim Diabetiker nicht verandert ist, durch diese Uber- 
legungen leichter verstandlich. Die Darmschleimhaut vermag namlich 
selbst Glutathion zu bilden und wird daher von einer gestérten Gluta- 
thionverteilung nicht betroffen. SchlieBlich sei noch eine kurze Bemer- 
kung iiber die Steigerung der Insulinempfindlichkeit nach Hypophysek- 
tomie erlaubt. In einem hypophysenlosen Organismus diirfte erstens die 


19 K. Lang, Der intermediire Stoffwechsel, Springer-Verlag 1952. 
20 O. Wieland, Klin. Wschr. 82, 385 [1954]. 
21 C. Martinez, Acta. physiol. lat. amer. 1, 135 [1951]. 
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Glutathionsynthese vermindert?? und zweitens die Gegenregulation tiber 
die NNR gestért sein. Die Hemmung der Glucosemobilisierung durch 
Insulin erfolgt daher wesentlich leichter und nachhaltiger. 

AbschlieBend mu8 noch ein wichtiger Punkt Beriicksichtigung 
finden, der mit dem hier entwickelten System unvereinbar zu sein 
scheint. Es handelt sich um die Insulinwirkung am hepatektomierten, 
eviscerierten Tier’. Bei der Diskussion dieser Versuche ist zu bedenken, 
daB die Nieren in keinem Fall mitentfernt wurden. Da die Nieren eben- 
falls Glutathion synthetisieren k6nnen, ist bei Anwesenheit dieser Or- 
gane eine Insulinwirkung méglich. Bisher haben wir nur von einem Ver- 
such Kenntnis erhalten, der an eviscerierten und nephrektomierten 
Hunden durchgefiihrt wurde‘. In diesem Versuch lieB sich keine Insulin- 
wirkung nachweisen. Die Verfasser diskutieren, daB wahrscheinlich ein 
visceraler Faktor die Insulinwirkung vermittelt. Unserer Vorstellung 
nach diirfte es sich bei diesem Faktor um das Glutathion handeln. Ver- 
suche zur Klarung dieser Frage sind bei uns in Vorbereitung. 

Frau Liselotte Wartel sind wir fiir die sorgfaltige Durchfiihrung der 
Analysen zu besonderem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die experimentelle Priifung der Frage, ob das Insulin primar durch 
Hemmung der Glucosemobilisierung (Leber) oder durch Férderung der 
Glucoseverwertung (Muskulatur) den Blutzucker senkt, hat zu folgendem 
Resultat gefiihrt: 

1. Es besteht keine zeitliche Beziehung zwischen dem Absinken des 
Blutzuckers und dem Ansteigen der Glucoseaufnahme (Zwerchfell). 

2. 15 Min. nach Insulinzufuhr (10 E's. c.) ist der Blutzucker etwa 
auf die Halfte reduziert. Gleichzeitig ist der Gehalt der Leber an freier 
Glucose von 321 auf 165 mg% abgesunken. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wird angenommen, daB das Insulin 
primar die Glucoseabgabe aus der Leber hemmt und die Frage disku- 
tiert, ob alle bei Insulinmangel auftretenden Ausfallserscheinungen durch 
eine gestorte Glutathionverteilung zu erklaren sind. Dieser Vorstellung 
nach ware dem Insulin keine direkte, sondern nur eine indirekte Wirkung 
zuzuerkennen. 

Summary 

The experimental investigation of the question whether insulin re- 
duces the blood sugar level primarily by inhibition of the glucose mobi- 
lization in the liver or by promotion of the glucose utilization in the mus- 
culature has yielded the following results: 


- # F. Binkley, G.M. Christensen u. F.C. Wu, J. biol. Chemistry 192, 


575 [1951]. 

*3 J. Ingle, J. E. Nezamis u. M.C. Prestrud, Amer. J. Physiol. 149, 489; 
150, 682 [1947]; J. Ingle u. J. E. Nezamis, ebenda 157, 59 [1949]. 

4 St. Lang, M.S. Goldstein u. R. Levine, Amer. J. Physiol. 177, 447 


[1954]. 
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1. There is no time relation between the reduction of the blood su. 
gar and the increase in the glucose uptake in the diaphragm. 

2. The blood sugar is reduced by approximately one half 15 minutes 
after the subcutaneous administration of 10 units of insulin. The free 
glucose content of the liver falls simultaneously from 321 to 165 mgm %, 

It is assumed on the basis of these results that insulin primarily inhi. 
bits the release of glucose from the liver and the question is discussed 
whether all deficiency phenomena which appear in cases of insulin defi- 
ciency can be explained on the basis of a disturbance of the glutathione 
distribution. According to this assumption insulin would have only an 
indirect effect and no direct effect. 
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EinfluB von Hyaluronséure auf Calciumoxalatfallungen 


Von 
Hans-Joachim Dulce 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. med. et rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Miirz 1955) 


Ausgangspunkt der folgenden Untersuchungen war die Beobach- 
tung, daB in Gegenwart von Hyaluronsiure (polymeres Glucuronido-N 
acetylglucosamin) die Fallung von Oxalationen durch Calciumionen aus- 
bleiben kann. Da dieser Beobachtung im Hinblick auf die Konkrement- 
bildung in der Niere eine physiologische Bedeutung zukommt, sind wir 
ihren quantitativen Beziehungen nachgegangen. 


Einfliisse von sauren Mucopolysacchariden auf Bildung von Sedimenten, die 
mit physiologischen vergleichbar sind, sind bisher nicht beschrieben worden. Es 
wurde aber schon itiber ein gegensitzliches Verhalten unter den Mucopolysac- 
chariden hinsichtlich ihrer kolloidalen Eigenschaften berichtet. Von Franke! konnte 
an Hand von Kolloidreaktionen eine deutliche Peptisatorwirkung der Chondroitin- 
schwefelsiure, also eines ebenfalls hydrophilen Kolloids, das er aus dem Harn iso- 
lierte, nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu veranlaBten neutrale Mucopoly- 
saccharide, Heparin, gonadotrope Hormone und das gesamte ,,Harnkolloid“, von 
dem die Chondroitinschwefelsiure nur einen Teil darstellt, eine Flockungsbe- 
schleunigung in den Kolloidtesten (Goldsol, Salzsiure-Collargol, Donaggio-Reak- 
tion). Bereits lange vor Franke hatte Traube? mit Carragheen und Medusen- 
schleimen damals sogar an Sedimentsuspensionen diese Flockungsbeschleunigung 
gezeigt. Franke erklarte dieses unterschiedliche Verhalten der Mucopolysac- 
charide mit ihrem unterschiedlichen Ladungssinn. Eine Nachpriifung der Pepti- 
satorwirkung der Chondroitinschwefelsaure auf physiologisch mégliche Sedimente 
stand noch aus. 

Methodik 


Jeder Ansatz bestand aus 1,0 ml Kaliumoxalatlésung, deren Konzentration 
zu n/10, n/50, n/70, n/80, n/100 variiert wurde, 8,0 ml 4,6-proz. Calciumchlorid- 
lésung und im Leerversuch 1,0 ml Wasser, an dessen Stelle im Hauptversuch 1,0 ml 
Hyaluronsaurelésung trat. Das Gemisch von Calciumchloridlésung und Wasser 
baw. Hyaluronsaurelésung lieBen wir zu der Kaliumoxalatlésung in einem Zentri- 
fugenglas zuflieBen. Nach Abzentrifugieren (3000 Umdr./Min. wahrend 15 Min.) 
und mehrmaligem Auswaschen bestimmten wir das gefallte Calciumoxalat man- 
ganometrisch mit n/100-Kaliumpermanganat. 


Ergebnisse 


Wir bestimmten zunachst die Einfliisse von Temperatur (37° und 3°) und Zeit 
auf den Leeransatz mit 1,0 ml n/10-, n/50-, n/'70-, n/80-, n/100-Kaliumoxalat. Da sich 
die verschiedenen Oxalatkonzentrationen analog verhielten, konnten wir uns auf 
die Wiedergabe der Kurve mit n/10-Oxalat beschranken. Jeder einzelne Zeitwert 


1 H. Franke, Habilitationsschrift, Kénigsberg 1943; Verhdlg. Wiener Inter- 
nistenkongreB 1943. 
2 J. Traube, Miinchener Med. Wschr. 1982, 1083. 
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dieser Kurven, wie auch aller iibrigen, ging aus einem eigenen Ansatz hervor. Es 
wurde in temperaturkonstanten Raumen gefillt, stehen gelassen, zentrifugiert und 
gewaschen. Man sieht aus Abb. 1, daB in der Kalte auch nach 12 Stdn. noch keine 
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Abb. 1. FinfluB von 0,2, 0,5 und 1,0 mg®%, (Kurve 1) und 10 mg& (Kurve 2) Hya- 
luronsaure auf die Fallung von 1,0 ml n/10-Kaliumoxalat mit 8,0 ml 4,6-proz. Cal- 
ciumchloridlésung bei 37°. Die gestrichelten Kurven geben die Leerversuche (ohne 
Hyaluronsaure) bei 37° (3) bzw. bei 3° (4) wieder. 
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Abb. 2. Wie Abb. 1, jedoch mit /100-Kaliumoxalat. Die Bezifferung der Kurven 
entspricht den Hyaluronsiurekonzentrationen. 
Kurve la—c > 0,2; 0,5; 1,0 mg% Hyaluronsiure. 
Kurve 2: 10 mg% Hyaluronsaure. 
Kurve 3: Leerwert. 


quantitative Fallung des Oxalats eingetreten war. Bei 37° war die Fallung dagegen 
schon nach 30 Min. fast quantitativ. Geringere Oxalatkonzentrationen gaben eine 
entsprechende zeitliche Verschiebung, die durch die Zahlen der Leeransatze in der 


folgenden Tabelle veranschaulicht wird. 
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Bd. 302 (1955) Hyaluronsaéure und Calciumoxalatfallungen 


Unsere Versuche mit Zusatz von Hyaluronsiaure fiihrten wir bei 37° durch. 
Die Hyaluronsaure stellten wir als Kaliumsalz aus Nabelschniiren durch Fallung mit 
Alkohol bei po 7,5 und spatere EnteiweiBung mit Chloroform-Amylalkohol dar. 
Sie enthielt 3,0% Stickstoff (theoret. 3,16° N) und hatte in 100 mg-proz. Lésung 
eine relative Viskositét von 7 = 11,5. Verwendet wurden, auf das Endvolumen be- 
zogen, Konzentrationen von 10 mg%, 1 mg%, 0,5 mg%, 0,2 mg% Hyaluronsaure. 
Der gesamte Ansatz hatte dann ein pq von 5,6. Wir ermittelten wieder, wieviel vom 
theoretischen Wert des Calciumoxalates in Abhangigkeit von der Zeit ausgefallt 
wurde. Die Ergebnisse zeigen die Tabelle und die beiden Kurvenbilder. 


Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse bei 37°. 





Normalitat mg% % Calciumoxalat wiedergefunden 
des Hyaluron- nach Stunden: 


Kaliumoxalats sdure Ye| Ve} 1 | 2 
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Man erkennt deutlich die Hemmung der Ausfallung des Calciumoxalates durch 

die Hyaluronsiure. Diese Wirkung nimmt mit steigender Hyaluronsiurekonzen- 
_ tration und fallender Oxalatkonzentration bedeutend zu. 
Vergleichsweise setzten wir in gleichen Konzentrationen eine Versuchsreihe 
» mit aus Rindernasensepten hergestellter Chondroitinschwefelsiure an. Die Wirk- 
samkeit der Chondroitinschwefelsiure auf die Oxalatfallungen erwies sich aber als 
nur halb so stark wie die der Hyaluronsiure. 

Saimtliche Ansitze mit Hyaluronsaure, auch diejenigen ohne sichtbare Trii- 
| bung, zeigten das Tyndall-Phinomen. Die Viskositat in den Ansatzen betrug bei 
einer Konzentration von 10 mg% Hyaluronsiure maximal 1,6 yrel., gemessen mit 
dem Ostwald-Viskosimeter. Ein mechanischer Einflu8 dieser Viskositat auf den 
_ sedimentierenden Niederschlag von Calciumoxalat diirfte in Anbetracht der Elek- 
| trolytkonzentration auszuschlieBen sein, zumal die Teilchen abzentrifugiert wurden 
4* 
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und auch weniger konzentrierte, nicht mehr viskése Hyaluronsaurelésungen cinen 
deutlichen Effekt hatten. Eine Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad schien uns 
wahrscheinlich. 

Wir verglichen eine Hyaluronsaéure von nrel, 11,5, yrel. 3,0 und eine iiber3 
und 24 Stdn. mit Testes-Hyaluronidase abgebaute Hyaluronsaure von nrel. 1,0 (ge. 
messen in 100 mg-proz. Lésung) miteinander in ihrer Wirkung auf die Oxalatfal. 
lung von 7/50- und n/80-Kaliumoxalat. Die 3 Stdn. bei 37° fermentativ abgebaute 
Hyaluronsaiure hatte trotz der Viskositatsverminderung bei n/80-Kaliumoxalat 
noch die gleiche Wirkung wie nicht abgebaute Hyaluronsiure, wihrend bei héheren 
Oxalatkonzentrationen die Hyaluronsiurewirkung bereits véllig verloren gegangen 
war. 24 Stdn. fermentativ abgebaute Hyaluronsiure und durch die Aufarbeitung 
,,depolymerisierte‘‘ Hyaluronsdéure mit jrei, 3,0 lieBen schon bei einer Konzentra. 
tion von n/80-Kaliumoxalat das Doppelte bzw. die Halfte mehr Calciumoxalat. 
sediment entstehen als die hochmolekulare Hyaluronséure. So waren nach 1 Stde, 
bei 37° und einer Vorlage von 1,0 mi »/80-Kaliumoxalat im Leerversuch 83%, 
Calciumoxalat, nach Zusatz von 1,0 m/ 100 mg-proz. hochmolekularer Hyaluron. 
siure 20% Calciumoxalat und nach Zusatz von 24 Stdn. abgebauter Hyaluron. 
siure 40% der theoretischen Calciumoxalatmenge gefallt. 

Sehr anschaulich ist dariiber hinaus die Sedimentierung von Calciumoxalat 
innerhalb von 3—6 Stdn. aus einer mit Hilfe von Hyaluronsaure tiber mehrere Tage 
kolloidal und triibe gehaltenen Calciumoxalatlésung durch Zugabe von | mg 
Testes-Hyaluronidase. Daraus geht hervor, daB eine Abhingigkeit vom Polymeri- 
sationsgrad besteht. Der fermentative Abbau der Hyaluronsdure dehnt sich iiber 
Tage aus. Die Werte fiir reduzierende Substanz beginnen in den ersten Stunden an. 
zusteigen. Nach 12 Stdn. treten die ersten papierchromatographisch nachweis- 
baren, oligosaccharidischen Spaltprodukte auf, nach 24 Stdn. liegen Di- bis Deka- 
saccharide in folgender Verteilung vor: 1°, Disaccharide, 29°, Tetrasaccharide, 
31% Hexasaccharide, 22%, Oktasaccharide, 17° Dekasaccharide und _ héhere’, 
Nach 5 Tagen etwa ist der gréBte Teil in Di- und Tetrasaccharide tibergegangen. 
Die Viskositaét geht bereits im Beginn des Abbaus nach 3—4 Stdn. vdllig verloren, 
Ihre Messung dient deshalb nur bei mittel- bis hochpolymeren Fraktionen als Maf 
fiir den Polymerisationsgrad. An welches strukturelle Substrat die Viskositit ge. 
bunden ist, ist noch nicht hinreichend geklart. Elektrostatische Einfliisse, Ande. 
rung der Solvation und Aggregation werden diskutiert*. In diesem Zusammenhang 
erscheint es weiterhin wichtig darauf hinzuweisen, daB offensichtlich die Di- bis 
Dekasaccharide die Calciumoxalatfillung noch deutlich hemmen. Das JaBt ver. 
muten, daB es sich nicht nur um einen makromolekularen Effekt handelt. 

Eine Wirkungssteigerung erfuhr die Hyaluronsiure, wenn wir sie nicht erst 
mit Calciumchloridlésung verdiinnten, sondern unmittelbar der Kaliumoxalat- 
lésung zugaben und dann die Calciumchloridlésung zusetzten. Bei 20° und 7/80- 
Kaliumoxalat waren nach 


10 Min. 39%, | bei Hyaluron- 11% | bei Hyaluron- 0% 
30 Min. . 65% | saure 10mg% + 18% | siure1l0mg% + 6% 
2 Stdn. ™™ Leerversuch 77% | Calciumchlorid- 53°, | Kaliumoxalat- 17% 


10 Stdn. 87% | lésung 80°, | lésung 64°, 


der theoretischen Calciumoxalatmenge gefiillt. Es handelt sich dabei aber offen- f 
sichtlich nur um einen Konzentrationseffekt, da die Wirkung beim Einpipettieren 
von Kaliumoxalat-Hyaluronsaurelésung in Calciumchloridlésung ausbleibt. 


3 B. Weissmann, K. Meyer, Ph. Sampson u. A. Linker, J. biol. Che- 
mistry 208, 417 [1954]. 

4 A. Kuhn, Kolloidchemisches Taschenbuch, 3. Aufl. Leipzig 1948, Akadem. 
Jerlagsgesellschaft Geest und K. Portig. 
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Bd. 302 (1955) Hyaluronsaure und Calciumoxalatfallungen 


Diskussion 


Das Verhalten der Hyaluronsiure in unseren Versuchen kann man 
einerseits als Schutzkolloidwirkung auffassen, wie man sie von Barium- 
sulfatsolen mit Casein und Silberhalogenidsolen unter Zusatz von Ge- 
latine usw. kennt. Bei diesen Solen nimmt man an, daB die Schutzwir- 
kung in einer Anderung der Kristallisationsgeschwindigkeit besteht‘. 
Vielleicht sind aber auch bestimmte Gruppen oder Strukturen der Hya- 
luronsiure dafiir verantwortlich zu machen. 

Unsere Untersuchungen zeigen am Beispiel des Calciumoxalates, daB 
saure Mucopolysaccharide die Sedimentbildung hemmen. Das bedeutet 
fir die quantitative Oxalatbestimmung mit Hilfe der Calciumsalz- 
fillung etwa im Harn®, daB saure Mucopolysaccharide als Fehlerquellen 
zu beachten sind. Diese Wirkung wird gering, wenn ein Uberschu8 an 
sedimentbildenden Ionen vorliegt. Unter diesen Bedingungen muB8 die 
Kolloidmenge stark erhéht werden, damit ein nennenswerter Effekt ein- 
tritt. Im Harn sollen nach Lichtwitz und Mitarbb.®, Piitter u. a.’ 
kolloidale Substanzen ausgeschieden werden, denen eine Bedeutung fiir 
die Aufrechterhaltung des Lésungszustandes der Harnsalze zukommen 
soll und unter denen spiter Franke die Chondroitinschwefelsiure iso- 
lierte und Gibian® hyaluronidaseempfindliches Substrat fand. Diese 
Substanzen kénnten also in einem physiologischen Harn, in dem die 
Oxalationenkonzentration einer »/700—n/800-Oxalatlésung gleichzu- 
setzen ist, eine Schutzwirkung entfalten. Ob sie das bei pathologischer 
Oxalurie (mit 20—30 facher Ausscheidung) vermégen, erscheint nach 
unseren Beobachtungen zweifelhaft, zumal iiber den méglichen Umfang 
einer physiologischen oder therapeutischen Erhéhung der Chondroitin- 
schwefelsiiure- und Hyaluronsiureausscheidung im Harn keine exakten 
Angaben vorliegen. Es wire allerdings denkbar, daB die im Harn vor- 
handenen sauren Mucopolysaccharide die ausfallenden Calciumoxalate 
am Zusammentreten zum Konkrement hindern, ahnlich wie die Hya- 
luronsiiure in unseren Versuchen bei héheren Oxalatkonzentrationen die 
Sedimentierung und Zusammenballung des Calciumoxalates aufhebt, ob- 
wohl der Niederschlag fast quantitativ ausfallt. 

Der Erfolg bisher angestellter Versuche, die Chondroitinschwefel- 
siure- oder Hyaluronsiurekonzentration im Urin meBbar zu erhéhen, ist 
umstritten; wenn das méglich wiirde, so lassen sich nach unseren Unter- 
suchungen Wirkungen auf die Harnsediment- und Konkrementbildung 
erwarten. 

Ehe diese Probleme weiter bearbeitet werden, erscheint es aber not- 
wendig, die Befunde von Franke und von Gibian nachzupriifen sowie 


5 F. Képplin, Z. ges. exp. Med. 96, 784 [1935]. 

6 L. Lichtwitz, diese Z. 64, 144 [1910]; 72, 215 [1911]; L. Lichtwitz u. 
F.R. Rosenbach, diese Z. 61, 117 [1909]; L. Lichtwitz, Liesegang u. Spiro, 
Med. Kolloidlehre, Verlag Steinkopf Dresden, zit. n. H. Franke. 

7 A. Pitter, zit. n. H. Franke; H. Pribam, Biochem. Z. 211, 412 [1929]. 

8 H. Gibian, diese Z. 292, 117 [1953]. 
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oral und parenteral verabfolgte Hyaluronsiure und Chondroitinsch we. 
felsiure im Stoffwechsel zu verfolgen und ihr Erscheinen und ihre \Wir. 
kungen im Harn nachzuweisen. Weiterhin miiBte der Vorgang der Oxal. 
urie geklart werden. In den Arbeiten von Oikawa® sind wertvolle An. 
siitze vorhanden. 


Zusammenfassung 


Hyaluronsaure, insbesondere hochmolekulare Hyaluronsaure, ver. 
hindert die quantitative Fallung von Oxalationen durch Calciumionen, 
Wir nehmen zunichst eine Schutzkolloidwirkung der Hyaluronsaure auf 
das Calciumoxalat an. Unsere Untersuchungen klaren einige Vorbe. 
dingungen fiir die Diskussion des Einflusses von polymeren Mucopoly. 
sacchariden, wie Hyaluronsiure und Chondroitinschwefelsaure, auf die 
Konkrementbildung in der Niere. 


Summary 


Hyaluronic acid, and in particular high molecular hyaluronic acid, 
prevents the quantitative precipitation of oxalate ions by calcium ions, 
A protective colloid effect of hyaluronic acid on calcium oxalate is assu- 
med provisionally. The investigations elucidate certain pre-conditions 
for the discussion of the influence of polymeric mucopolysaccharides 
such as hyaluronic acid and chondroitin sulphuric acid on the formation 
of concretions in the kidney. 


® Sh. Oikawa, Jap. J. med. Sci. Trans. Sect. II, Biochemistry 1988, 4, 17 
21, 41, 45, 59, 77. 
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Oligosaccharide als Zwischen- und Endprodukte 
beim enzymatischen Abbau der Hyaluronsaure 


Von 
Ernst Schiitte und Helmut Greiling 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1955) 


Reduktionsmessungen fiihrten bei den ersten Untersuchungen iiber 
den Mechanismus des enzymatischen Abbaus von Hyaluronséure mit 
Testes- und Bakterien-Hyaluronidase zu der Annahme, daB gereinigte 
Testes-Hyaluronidase die Hyaluronsiure zu einem Disaccharid, unge- 
reinigte Testes-Hyaluronidase und Bakterien-Hyaluronidase die Hya- 
luronsiure zu Monosacchariden abbauen! kann. Dies wurde weiterhin 
anscheinend dadurch bestiitigt, daB der Reduktionswert vom enzyma- 
tischen Hydrolysat der Hyaluronsiure mit gereinigter Testes-Hyalu- 
ronidase durch zusitzliche Einwirkung von Bakterien-Hyaluronidase 
fast verdoppelt wird?. 

Nach den neuesten Arbeiten von K. Meyer® wird die Hyaluron- 
siure nach fiinftigiger Incubation mit Testes-Hyaluronidase in geringer 
Ausbeute zu einem Disaccharid abgebaut, das als Glucuronido-(1.3)-N- 
acetylglucosamin erkannt wurde. Daneben entstehen in gréBerem MaBe 
ein Tetrasaccharid und die homologen héheren Oligosaccharide, die sich 
teilweise durch Papierchromatographie und Ionenaustauschchromato- 
graphie trennen lassen. Pneumokokken-Hyaluronidase spaltet die Hya- 
luronsdure fast quantitativ zu einem Disaccharid auf. Eine zweite Sub- 
stanz wurde noch im Endhydrolysat gefunden und als sekundires Um- 
wandlungsprodukt des Disaccharids angesehen‘. 

Die Spaltprodukte von Hyaluronsiure enthalten sowohl nach Ein- 
wirkung von Testes- wie auch von Bakterien-Hyaluronidase freie N- 
Acetylglucosamin-Aldehydgruppen. Die glucuronidische Bindung wird 
von diesen Fermenten nicht angegriffen*-®. Man bezeichnet deshalb die 
Hyaluronidase auch als Poly-N-Acetylglucosamidase. Nur die im 
Hodenrohextrakt vorhandene /-Glucuronidase spaltet die Endpro- 
dukte der Hydrolyse von Hyaluronsiure mit gereinigter Testes-Hyalu- 


ry, Hahn, Ark. Kem., Mineralog., Geol., Ser. A. 21, Nr. 1 [1945]; K. Meyer, 
Ann. N. Y. Acad. Sci. 52, 1021 [1950]. 

2 K. Meyeru. M. M. Rapport, Advances in Enzymol. 18, 199 [1952]. 

3 B. Weissmann, K. Meyer, Ph.Sampson u. A. Linker, J. biol. Che- 
mistry 208, 417 [1954]. 

4 M.M. Rapport, A. Linker u. K. Meyer, J. biol. Chemistry 192, 283 
[1951]. 
5 K. Meyer, A. Linkeru. M. M. Rapport, J. biol. Chemistry 192, 275 [1951]. 
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ronidase zu Glucuronsiure und N-Acetylglucosamin. Dagegen wird das 
Disaccharid, welches als Endprodukt mit Pneumokokken entsteht, nicht 
durch £-Glucuronidase gespalten >. 

Es ist noch nicht bekannt, ob beim Abbau der Hyaluronsaure mit 
Bakterien-Hyaluronidase und mit Testes-Hyaluronidase die gleichen 
Oligosaccharide gebildet werden. Wir versuchten, diese Frage durch 
papierchromatographische Analyse zu kliren. Ferner interessierte uns 
die Konstitution der Endprodukte des Hyaluronsiureabbaues mit den 
verschiedenen Hyaluronidasen. 


Methodik 


Substrat: Hochpolymeres Kaliumhyaluronat wurde durch waBrige Ex- 
traktion aus Nabelschnurhomogenat gewonnen. Nach Reinigung des Extraktes 
wurde die Hyaluronsaure bei pq 7,5 mit dem 11% fachen Volumen Alkohol, der mit 
Kaliumacetat gesittigt war, ausgefallt. Der getrocknete Niederschlag wurde 
mehrere Tage in Aceton oder absol. Alkohol stehengelassen. Nach Entfernung des 
Lésungsmittels versetzten wir die Substanz mit Wasser. Die Hyaluronsaure léste 
sich, wahrend das EiweiB ungelést zuriickblieb. Nach dem Abzentrifugieren er- 
hielten wir eine wasserklare stark viskose Lésung, aus der die Hyaluronséure mit 
dem 1!/, fachen Volumen mit Kaliumacetat gesattigten Alkohols ausgefallt wurde. 
Die Hyaluronsiure wurde mit Alkohol und Ather gewaschen und tiber Phosphor. 
pentoxyd getrocknet. 

Ber: N 3,36 Glucosamin 42,91 Glucuronsre. 46,5 
Gef. N 3,0—3,3 Glucosamin 40,4—42,0 Glucuronsre. 44,3—45,2, 
Sulfat (als SO,) 0,1 
Hrel = 25—30 (¢c = l gil, t = 25°) ~ 


Die nach dieser Mcthode isolierte Hyaluronsiure besitzt eine héhere Viskosi- 
tat, als bisher in der Literatur angegeben (rei 2—10), was auf einen besonders 
hochpolymeren Bau hinweist. 

Fermente: Testes-Hyaluronidase (Kinetin) wurde uns von der Schering AG., 
Berlin, tiberlassen. 

Hyaluronidase aus Staphylococcus aureus (Hyason) wurde uns von Orga- 
pharm, Miinchen, zur Verfiigung gestellt*. 

AuBerdem haben wir uns selbst Hyaluronidase aus dem Streptokokken- 
stamm C 73 nach Rogers® hergestellt. Die extrazellular von den Streptokokken 
gebildete Hyaluronidase wurde aus dem Bakterienfiltrat durch 50-proz. Sattigung 
mit Ammoniumsulfat ausgefallt und nach der Dialyse gefriergetrocknet. 


Analytische Methoden 

N-Acetylglucosamin wurde in Anlehnung an die Methode von Leloir’ be- 
stimmt. 1cem etwa 200 y N-Acetylglucosamin enthaltende Lésung wird mit 
0,2 cem x-Na,CO, 10 Min. im Wasserbad gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde mit 
3 ccm eines Gemisches, bestehend aus 0,5 g Dimethylaminobenzaldehyd, 90 ccm 
Eisessig und 10 ccm konz. Salzséure (¢ 1,186) versetzt. Genau 5 Min. nach Zugabe 
des Reagens wurde bei der Wellenlange 545 mu im Spektrophotometer gemessen. 

Glucosamin bestimmten wir nach Morgan-Elson® in der Modifikation 
nach Ogston-Stanier’. 


H. J. Rogers, Biochem. J. 39, 435 [1945]. 
L. F. Leloir, Biochim. biophysica Acta 12, 15 [1953]. 
W. T. J. Morgan u. L. A. Elson, Biochem. J. 28, 988 [1934]. 
A. G. Ogston u. J. E. Stanier, Biochem. J. 46, 364 [1950]. 
* Wir danken den Firmen Schering AG, Berlin, und Orgapharm, Miinchen, 
fiir die freundliche Uberlassung der Praparate. 
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Die Bestimmung von Glucuronsaure erfolgte nach der kolorimetrischen 
Methode von Dische?® oder nach Burkhart-Bauer-Link™ (CO,-Bestimmung). 
Die beiden Methoden gaben innerhalb von 5°, iibereinstimmende Werte. 

Die reduzierenden Substanzen wurden nach Hagedorn-Jensen” ohne 
vorhergehende Enteiweifung ermittelt. 

Die Papierchromatographie wurde in Butanol-Eisessig-Wasser (45: 15: 40) 
durchgefiihrt !*. Es wurde aufsteigend chromatographiert. Wir benutzten Schleicher 
& Schiill-Papier 2043b. Das Chromatogramm wurde nach Morgan- Elson ange- 
farbt. 

Vor dem Auftragen der zu untersuchenden Lésung entfernten wir die Kat- 
ionen mit Amberlite IR 120. 

Zur praparativen papierchromatographischen Aufarbeitung des Enzym- 
hydrolysates verwandten wir Schleicher & Schiill-Papier 2230 (3 mm stark). Das 
Gemisch wurde streifenformig aufgetragen und mit demselben Lésungsmittel chro- 
matographiert. Nach dem Ergebnis der Anfairbung wurden Streifen ausgeschnit- 
ten und die Substanzen nach einem Verfahren von Decker" angereichert. Wir 
konnten manchmal an der Spitze des Streifens direkt Kristallbildung beobachten. 


Ergebnisse 


Zeitlicher Ablauf der Spaltung von Hyaluronsaure mit 
Bakterien-Hyaluronidase 
Kaliumhyaluronat wurde in 0,l-n.Natriumacetat (5 mg/cem) ge- 
lést und mit Essigsiure auf pu 6,2 eingestellt. Wir inkubierten die Lé- 
sung bei 37° mit Staphylokokken-Hyaluronidase bzw. Streptokokken- 
Hyaluronidase (1 y/cem). Die niedrige Konzentration an Bakterienfer- 
ment wurde gewihlt, um die enzymatische Hydrolyse zu verzégern. 


Abb. 1. Papierchromatogramm vom zeit- 4 oa o 
lichen Verlauf der Spaltung von Hya- 
luronsiure mit Bakterien-Hyaluronidase. V OD 


a 2 ee 


/ 3 1% 57 80 120 150 
tartlinie Sian ai 





Wie Abb. 1 zeigt, finden wir nach 3 Stdn. dieselben Oligosaccharide 


mit den Ry-Werten 0,45 und 0,34, die wir auch als Endprodukte des Ab- 


10 Z. Dische, J. biol. Chemistry 167, 189 [1947]. 

1 B. Burkhart, L. Bauer u. K. P. Link, J. biol. Chemistry 104, 171 [1934]. 
2 H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 185. 46; 187, 92 [1923]. 
13 §. M. Partridge, Biochem. J. 42, 92 [1948]. 

4 P. Decker, R. Riffert u. G. Oberneder, Naturwissenschaften 38, 287 
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baues der Hyaluronsiure mit Bakterien-Hyaluronidase nach 150 Stdn. 
finden. Nach 15 Stdn. ist eine Bildung von héheren Oligosacchariden 
sichtbar. Bei langerer Dauer des Abbaus reichern sich die beiden oberen 
Substanzen an. SchlieBlich wird ein Oligosaccharid nach dem anderen 
abgebaut, bis nur noch Substanz 1 und eine geringe Menge Substarz 2 
vorhanden sind. Mit der hundertfachen Enzymkonzentration erfolgt 
dieser Abbau in 6 Stunden. 


Wir konnten mit gereinigtem und ungereinigtem Bakterienferment 
niemals N-Acetylglucosamin und Glucuronsiure nachweisen. 

Der Verlauf der Aufspaltung der Hyaluronsdiure war bei Staphy.- 
lokokken- und Streptokokken-Hyaluronidase derselbe. 


Vergleich der Aufspaltung von Hyaluronsaure 
mit Testes- und mit Bakterien-Hyaluronidase 


Nach zweitigiger Einwirkung von Testes-Hyaluronidase (0,3 mg, 
cem) auf Hyaluronsaure setzten wir Bakterien-Hyaluronidase (1 y/ecm) 
zu. 

Aus Tab. 1 geht hervor, da mit Testes-Hyaluronidase andere Oli- 
gosaccharide entstehen als mit Bakterien-Hyaluronidase. Mit beiden 
Fermenten entstehen gleichzeitig beide Reihen. Als Endprodukte der 
gemeinsamen Einwirkung finden wir die Oligosaccharide Ig und Ip. 


Tab. 1. Rr-Werte bei Aufspaltung der Hyaluronsiure. 











Oligosaccharid- mit mit mit 
Nr. Testes-H. Bakterien-H. beiden Fermenten 

Ip — 0,45 0,45 

Ir 0,38 — 0,38 

IIp — 0,34 0,34 

IIr 0,27 — 0,27 

IIIp — 0,23 0,23 

IlIr 0,18 — 0,18 

IVp — 0,16 0,16 

IVr 0,13 0,13 











Nach Martin? besteht zwischen dem Logarithmus des Vertei 
lungskoeffizienten (1/Ry—1) und dem Kondensationsgrad einer poiy- 
meren Substanz eine geradlinige Beziehung. Bei einigen bekannten 
Oligosacchariden mit gleichen Komponenten aber verschiedener glyko- 
sidischer Bindung wurde festgestellt, daB sie sich auch in ihrem Vertei- 
lungskoeffizienten unterscheiden!°. 

Aus Abb. 2 geht hervor, daB beide Reihen unserer Oligosaccharide 
die Martinsche Beziehung erfiillen. 


15 A, J.P. Martin, Biochem. Soc. Symposia 3, 4 [1949]. 
16 D. French u. G. M. Wild, J. Amer. chem. Soc. 75, 2612 [1953]. 
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f. 
Abb. 2. Beziehung zwischen dem Kondensa- oo . wa 
tionsgrad der Oligosaccharide und ihrem Ver- = Ps 
~ OY pe 
4 


teilungskoeffizienten. 
1 y B 
Disaccharideinheiten —— 





Kurve I Oligosaccharide von Hyaluronséure 
mit Testes-Hyaluronidase. 

Kurve IT Oligosaccharide von Hyaluronsaure 
mit Bakterien-Hyaluronidase. 




















Isolierung eines kristallinen Oligosaccharids 
aus dem Fermenthydrolysat 


Wir erhielten nach der Einengung des Hydrolysates mit Bakterien- 
Hyaluronidase und der priparativen papierchromatographischen Auf- 
trennung eine kristalline Substanz mit dem Ry-Wert 0,34 (IIg). Sie 
firbte sich mit dem Morgan-Elson-Reagens violett. Unter dem 
Mikroskop erkennt man langliche, prismatische Kristalle. Der Mikro- 
schmelzpunkt liegt zwischen 188 und 191°. Oberhalb von 200° tritt 
Zersetzung unter Braunfarbung ein. Die Substanz ist leicht léslich 
in Wasser, kaum léslich in kaltem Alkohol und Ather. Oligosaccharid I, 
wurde auf die gleiche Weise in amorpher Form gewonnen. Die analyti- 
schen Daten dieser Oligosaccharide zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Analytische Daten von Oligosaccharid Ip und IIs. 














: Reduz. 
Oligo- Glucosamin W-Acety 1- Uronsaure | (Glucose) 
saccharid Rr glucosamin Subst. 
Nr. 0/ 0/ 0/ 0/ 
/0 /0 /0 / 
Ip 0,45 43,5 (45,1) 104 48,2 (48,9) 57,8 
IIp 0,34 44,6 (46,1) 76 48,7 (50,0) 43,1 

















Das molekulare Verhaitnis von N-Acetylglucosamin (als Endgruppe 
bestimmt) zu Reduktionswert (Glucoseiquivalent) ist bei beiden Oligo- 
sacchariden gleich. Oligosaccharid I, (1,46), Oligosaccharid IT, (1,43). 

Oligosaccharid II, wird durch Einwirkung von Bakterien-Hyalu- 
ronidase unter den oben angegebenen Bedingungen zu Oligosaccharid I, 
abgebaut. 

Oligosaccharid I, stimmt in seinen analytischen Werten mit dem 
Saccharid iiberein, welches K. Meyer als Endprodukt der Einwirkung 
von Pneumokokken-Hyaluronidase auf, Hyaluronsiure erhielt*. Es wurde 
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nach seinen analytischen Daten und seinem Reduktionswert von 
K. Meyer als Disaccharid erkannt*. Bezieht man sich auf diese Werte 
und darauf, daB I, ein Disaccharid ist, so kénnen wir auf Grund des 
Reduktionsvermégens, der analytischen Daten und des Ry-Wertes (Er- 
fiillung der Martinschen Gleichung) des Oligosaccharids Ilg annehmen, 
daB es sich bei diesem um ein Tetrasaccharid handelt. 

Oligosaccharid II, ist nicht identisch mit dem Tetrasaccharid II», 
welches nach enzymatischer Hydrolyse von Hyaluronsaure mit Testes. 
Hyaluronidase entsteht und von K. Meyer ebenfalls kristallin gewonnen 
wurde’, Die beiden Oligosaccharide I], und Il; unterscheiden sich in 
ihrem Ry-Wert, ihrem Reduktionswert und dem Schmelzpunkt. 

Nimmt man an, daB es sich bei Oligosaccharid I und IT um ein Di- 
bzw. Tetrasaccharid handelt, welche zu gleichen Teilen aus N-Acetyl- 
glucosamin und Glucuronsaure bestehen, so errechnen sich die in Klam- 
mern gesetzten theoretischen Werte. Die Substanzen lagen als freie 
Sauren vor. : 

Die hohen N-Acetylglucosamin-Werte wurden auch von anderen 
Autoren in enzymatischen Hydrolysaten von Hyaluronsaiure sowohl mit 
Testes-Hyaluronidase als auch mit Bakterien-Hyaluronidase gefunden”, 
Es gibt dafiir noch keine ausreichende Erklarung. 


Diskussion 


Die Art der glykosidischen Verkniipfung in der Hyaluronsiure 


zwischen Glucuronsaéure und N-Acetylglucosamin ist noch nicht voll- 
kommen geklart. Wahrend K. Meyer’ die 1.3-glucuronidische Bindung 
fordert, wird von anderen Autoren auch die 1.4-Bindung diskutiert!*. 
Blix tritt fiir beide Verbindungstypen in der Hyaluronsaure ein®®. Da- 
gegen wird von allen Autoren die 1.3-glucosamidische Bindung ange- 
nommen!8-20, Da Hyaluronidase aus Pneumokokken die Hyaluronsiure 
fast quantitativ zu einem Disaccharid spaltet, nahm K. Meyer‘ an, da8 
durch Pneumokokken-Hyaluronidase simtliche N-acetylglucosamidi- 
schen Bindungen gelést werden, dagegen von der Testes-Hyaluroni- 
dase nur die Halfte. Als Endprodukt der Spaltung mit Testes-Hyalu- 
ronidase wurde deshalb ein Tetrasaccharid angenommen, das von Bak- 
terien-Hyaluronidase in zwei verschiedene Disaccharide gespalten werden 
sollte. Es miiBten dann auch bei der Hydrolyse von Hyaluronsaure mit 
Bakterien-Hyaluronidase zwei verschiedene Disaccharide entstehen. 
Wir finden dabei aber nur ein Disaccharid und die homologen Oligo- 


17 K. Meyer, E. Chaffee, G.L. Hobby u. M. H. Dawson, J. exp. Medi- 
cine 78, 309 [1942]; L. Hahn, Ark. Kem., Mineralog., Geol., Ser. A 19, Nr. 33 
[1944]; J. H. Humphrey, Biochem. J. 40, 435 [1946]; H. 5; Rogers, ebenda 
40, 782 [1942]. 

18 B. Weissmann u. K. Meyer, J. Amer. chem. Soc. 76, 1753 [1954]. 

19 K. H. Meyer, F. Fellig u. E. H. Fischer, Helv. chim. Acta 34, 939 [1951]; 
H. Masume, Z. Yosizawa u. T. Isikawa, Tohoku J. exp. Med. 55, 166 [1952]. 

20 G. Blix, Acta chem. scand. 5, 981 [1951]. 
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saccharide zu diesem. Dieses Disaccharid ist nicht identisch mit dem 
Disaccnarid, welches nach langerer Einwirkung von Testes-Hya- 
luronidase auf Hyaluronsiure entsteht. Das letztere hat dieselbe Kon- 
stitution wie das Acetylierungsprodukt der Hyalobiuronsiure?®. 

Nach K. Meyer‘ soll der Abbau der Hyaluronsiure sowohl mit 
Testes-Hyaluronidase als auch mit Bakterien-Hyaluronidase vom 
Zentrum des Polysaccharids aus erfolgen. Wir nehmen dagegen an, 
daB der Abbau der Hyaluronsiure mit Bakterien-Hyaluronidase unter 
Abspaltung von Disaccharid vom Kettenende her erfolgt. Dadurch wird 
aber nicht das gleichzeitige Auftreten von Oligosaccharid IIg, das 
nach unserer Auffassung (s. 0.) ein Tetrasaccharid sein diirfte, bereits zu 
Beginn der Hydrolyse erklart. 

Wir vermuten, daB gleichzeitig neben der fermentativen Hydrolyse 
eine Transglykosidierung zu hdheren Oligosacchariden erfolgt. Auch 
K. Meyer fand beim Abbau von Oligosacchariden mit Testes-Hyalu- 
ronidase ebenfalls eine Transglykosidierung zu héheren Oligosaccha- 
riden neben der Hydrolyse zum Disaccharid. Die Oligosaccharide ge- 
wann er aus dem Fermenthydrolysat von Hyaluronsiure mit Testes- 
Hyaluronidase”'. 

Es ist noch ungeklart, warum die Hyaluronsiure durch Bakterien- 
Hyaluronidase im Gegensatz zur Spaltung mit Testes-Hyaluronidase 
quantitativ in ein Disaccharid umgewandelt wird, das nicht mit N- 
Acetyl-Hyalobiuronsiure identisch ist, die nach K. Meyer die natiir- 
liche Einheit in der Hyaluronsiure sein soll}. 


Zusammenfassung 


Bei der enzymatischen Hydrolyse von Hyaluronsiure mit Bak- 
terien-Hyaluronidase entstehen Oligosaccharide, die fast vollstandig zu 
einem Disaccharid abgebaut werden. Diese Oligosaccharide sind nicht 
identisch mit den Oligosacchariden, die nach langerer enzymatischer 
Einwirkung von Testes-Hyaluronidase auf Hyaluronsiure entstehen. 
Ein Oligosaccharid IIp, Ry 0,34, wurde aus dem Hydrolysat von Hya- 
luronsiiure mit Bakterien-Hyaluronidase kristallin erhalten, ein Sac- 
charid Ip, Ry 0,45, zunichst nur amorph. Aus den Ry-Werten und den 
analytischen Daten fiir Glucosamin, N-Acetylglucosamin, Glucuron- 
siure und ihrem Reduktionswert liBt sich die Annahme begriinden, daB 
es sich bei Ip um ein Disaccharid, bei IIg um ein Tetrasaccharid han- 
delt, die zu gleichen Teilen aus N-Acetylglucosamin und Glucuron- 
siure bestehen. 


Summary 


In the enzymatic hydrolysis of hyaluronic acid with bacterial hya- 
luronidase oligosaccharides are formed which are degraded almost com- 
pletely to a disaccharide. These oligosaccharides are not identical with 


1B. Weissmann u. K. Meyer, Federation Proc. 12, 287 [1953]. 
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the oligosaccharides produced by the prolonged action of testicular 
hyaluronidase on hyaluronic acid. An oligosaccharide IIg, Ry 0.34, was 
obtained in crystalline form, together with an amorphous saccharide I,, 
Ry 0.45, from the hydrolysate of hyaluronic acid with bacterial hyalu- 
ronidase. The Ry values, the analytical data for glucosamine, N-acetyl- 
glucosamine and glucuronic acid, and their reducing equivalents sup. 
port the view that I, is a disaccharide and II a tetrasaccharide which 
consist of equal parts of N-acetylglucosamine and glucuronic acid. 
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Uber die kombinierte Anwendung von Craig-Verteilung 
und Papierelektrophorese bei der Trennung 
von Steroidgemischen 


Von 
W. Schréder, K. D. Voigt und I. Beckmann 


Aus dem Laboratorium der II. Med. Klinik der Universitit Hamburg; Direktor: Prof. Dr. A. Jores 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1955) 


Bei dem Problem der Trennung von Steroidgemischen sind zwei 
prinzipielle Fragen zu lésen. Der Trenneffekt wurde in der vergangenen 
Zeit auf vielfailtigen Wegen erzielt. Das Problem der Identifizierung be- 
reitet dariiber hinaus erhebliche Schwierigkeiten. Der groBe Zeitaufwand 
und die Unsicherheit, die fast allen Identifizierungsmethoden zugrunde 
liegen, legten den Gedanken nahe, durch eine kombinierte Anwendung 
aweier Trennmethoden auch dem Identifizierungsproblem naher zu 
kommen. Wir sind auf diese Fragen kiirzlich eingegangen!. Als geeignete 
Méglichkeit bieten sich die Analyse durch Craig-Verteilung und die 
Papierelektrophorese an. Diese Methoden sind zur Trennung von Steroid- 
gemischen schon verschiedentlich angewandt worden?. Die fiir die Papier- 
elektrophorese ungeniigende Polaritat der zu untersuchenden Substanzen 
wurde durch Veresterung mit Bernsteinsiure-anhydrid erhéht. Aussagen 
iiber die Polaritat der Substanzen kann man mit Hilfe der Verteilungs- 
analyse machen, bei der es darauf ankommt, geeignete Phasensysteme 
zu finden. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Untersuchungen 
an kristallinen Steroiden, die einer kombinierten Anwendung der Ver- 
fahren unterworfen wurden. 

1 W. Schroeder u. K. D. Voigt, 1. Europ. Kongr. f. Klin. Chemie, Amster- 
dam 1954. 

2 L. L. Engel, W. R. Slaunwhite, P. Carter u. J. Nathanson, J. biol. 
Chemistry 185, 255 [1950]; W. R. Slaunwhite, L. L. Engel, P. C. Olmstedt 
u. P. Carter, ebda. 191, 627 [1951]; E. Diczfalusy, Acta Endocrinol. 10, 373 
[1952]; K. Gaede, 49. Tagung Nordwestdtsch. Ges. Gynikol., Hamburg 1954; 
W. H. Pearlman u. M. Thomas, Endocrinology 52, 590 [1953]; W. H. Pearl- 
man, Recent. Progr. Hormone Res. 9, 27 [1954]; N. B. Talbot, 8S. Ulick, A. Kou- 
preianow u. Zygmuntowicz, J. clin. Endocrinol. Metabol. 15, 301 [1955]; 
8. A. Simpson, J. F. Tait, A. Wettstein, R. Neher, J. v. Euw, O. Schind- 
ler u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta. 87, 1163 [1954]; K. D. Voigt u. 
. W.Schroeder, Naturwissenschaften 40, 485 [1953]; K. D. Voigt, W. Schroe- 
| der, I. Beckmann u. H. v.d.Werth, Acta Endocrinol. 14, 1 [1953]; W.Schroe- 
» der, K. D. Voigt, H. v.d. Werth u. I. Beckmann, ebda. 14, 12 [1953]. 
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Tab. 1. 


Methodik 


Als kristalline Steroide standen Testosteron, Desoxycorticosteron, Cortison und 
17-Oxy-corticosteron zur Verfiigung*. Fiir die Papierelektrophorese ist eine vor. 
herige Veresterung mit Bernsteinsaure® erforderlich. Die iiberschiissige, unverestert 
gebliebene Bernsteinsiure wurde zur Kontrolle argentometrisch titriert*; wegen 
der groBen Steroidmengen, die fiir solche Bestimmungen notwendig sind, wurden 
nur Cortison, Desoxycorticosteron und Testosteron untersucht (Tab. 1). Fir 


Bernsteinsaure(BS)-Bestimmung. 





Einwaage 
mg 


. ta Gebundene Bernstein- 
P Freie Bernsteinsiur x 
Zu- —_s misliaald siiure veresterte 
Hydro- 


gegebene theo- gefun- theo- 
BS mg retische dene retische xyle 


Menge mg|Menge mg|/Menge mg 


gefundene 
Menge mg 





Desoxycortico- 
steron . 

Testosteron 

Cortison . . . 





8,6 
20,6 
34,0 


11,8 8,72 9,0 3,08 




















] 
43,1 34,03 34,0 9,07 ] 
48,8 26,5 26,3 22,3 2 


die po-Bestimmung verwendeten wir ein Cambridge. 
pu-Meter. Die papierelektrophoretischen Fraktionie- 
rungen erfolgten bei 400 V innerhalb von 2 bis 4 Stun. 
den® (Abb. 1). Nach der Trennung entwickelten wir die 
Farbfluorescenz im UV mit 15-proz. Phosphorsaure® 
oder 10-proz. Natronlauge’. Andere Streifen wurden 
nach Festlegung der Banden eluiert und das Absorp- 
tionsspektrum in abso]. Alkohol im Spektrophotometer 
von Zeiss gemessen. Die Craig-Verteilung wurde mit 
der von Hecker® angegebenen kleinen Glasapparatur 
mit 33 Verteilungsschritten bei einer Phasenmenge von f 
je 10 ccm pro Verteilungseinheit durchgefiihrt. Quar. 
tire Phasensysteme mit Chloroform und Tetrachlor- 
kohlenstoff zu gleichen Teilen als untere und Methanol 
und Wasser zu gleichen Teilen als obere Phase erwiesen ff 
sich als am besten geeignet. Das Wasser wurde bei 
verschiedenen Versuchen durch einen Phosphatpuffer, 
pu 6,8, Ionenstiarke 0,045, ersetzt, das py der oberen 
Phase betrug dann 8,0. Die Verteilungskurve wurde 





Abb. 1. Papierelektrophorese eines Gemisches von 

4 Steroidestern. 400 V, Boratpuffer, pq 8,25. Bande 1: 

Testosteron-ester, Bande 2: Cortison-ester, Bande 3: 

Desoxycorticosteron-ester, Bande 4: 17-Oxy-cortico- 
steron-ester. 


* Fiir die groBziigige Uberlassung dieser Substanzen sind wir der Ciba AG., 


Wehr (Baden), und der Schering AG., Berlin-West, zu Dank verpflichtet. 
3K. D. Voigt u. I. Beckmann, Acta Endocrinol. 18, 19 [1953]. 
4 J. M. Kolthoff, Die MaBanalyse, II. Teil, Verlag Springer, Berlin 1928, 


8. 232. 


5 C. v. Holt, K. D. Voigt u. K. Gaede, Biochem. Z. 828, 345 [1952]. 


6 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 2278 [1951]. 
7 J. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 
8 E. Hecker, Chemie-Ing.-Techn. 65, 505 [1953]. 
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durch Messung der Absorp- 
tio in den einzelnen Ge- 
on und fiBen bei 245 my festgelegt. 


Steroid- 
gemisch 
15,5—32,0* 
15,5—32,0* 





1e Vor. 
a Ergebnisse 
wegen af : 
nol Wie Tab. 1 zeigt, 





). Fir — stimmen die gefundenen 
Werte bei der Bernstein- 
—_— f— siuretitration gut mit 
dem theoretischen iiber- 
eresterte 
Lydro- ein, eine Bindung er- 
xyle folgte in Abhiangigkeit 
—— — von der Anzahl der 
veresterbaren Gruppen. 
Tab. 2 gibt die relativen 
Wanderungsgeschwin- 
digkeiten R, an, bezogen 
sridge. fF auf die papierelektro- 
tionie — phoretische Wanderung 
‘Stun. F yon Desoxycorticoste- 
ow dip | ronester, die gleich 1,0 
andl gesetzt wurde. Im Phos- 
bsorp- | phatpuffer, px 7,2, tren- 
meter F nen sich nur die Ester 
le mit F yon Desoxycorticoste- 


| nach PE 
15,5—32,0* 
15,5—32,0* 
(15,5 —32,0)* 





raktionierung. Werte in Klam- 


genstromverteilung. K-Werte aus der 


puffer/CH,OH 


6 

7 

r 7 
15,5—32,0* 


CCl,/CHCl, Phosphat- 
0 
2 
0 


ohne PE 
15,5--32,0* 





Craig-Verteilung, K-Werte 


papierelektrophoretischer F- 
CCl,/CHCl, 
H,O/CH,OH 


de. K-Werte nach Ge 





1,0) nach 
tende Ban 
Fluore- 
scenzen mit 


H;PO, 15-proz. 
Orange 
(griinlich) 





Verteilungskurve berechnet. 


“4 = ' ron,Cortison und Testo- | 

‘Quar. ' steron ausreichend, die 

chlor F Fraktionierung aller i OW 
‘hanol F vier Steroidester gelingt a 
Viesen ae 


le bei | im Boratpuffer, px 8,25. 
uffer, — Bei der Papierelektro- 
beren F phorese von einzelnen 
wurde F Steroiden kommt es bis- 
weilen zum Auftreten 
einer zweiten, atypi- 
schen, sehr schwachen 
Bande, die besonders 
bei Testosteron zu beob- 
achten ist. Die dazu ge- 
horigen R,-Werte sind 
in Tab. 2 in Klammern 
angegeben. Durch ihre 
Fluoreseenzfarben nach 
Vorbehandlung mit 15- 
proz. Phosphorsiiure las- 
sen sich die Steroide 
leicht unterscheiden. 





Papierelektrophorese, Rt-Werte 
20% Metha- ) 20% Metha- 
nol Phosphat-| nol Borat- 


puffer 
pu 7,2 





bezogen auf Desoxycorticosteron-ester 
sweilen in der Papierelektrophorese auftre 


zweite, bi: 
* Unterschiede weniger als 1 VerteilungsgefaB. 








Desoxycorticosteron-ester 
17-Oxy-corticosteron-ester 


Cortison . 


cx Cortison-ester . 
17-Oxy-corticosteron 


Tab. 2. Rt-Werte ( 
mern 

Testosteron 
Testosteron-ester 
Desoxycorticosteron . 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 302 





66 W. Schroeder, K. D. Voigt und I. Beckmann, _ Bd. 302 (1955) 


Weiter gibt Tab. 2 die Verteilungskoeffizienten K fiir die bei 
der Craig-Verteilung benutztenSysteme wieder. Hier lassen sich auch die 
freien Steroide trennen. Im pufferfreien Milieu ist die Trennung von 
freiem Steroid und seinem Ester nur mangelhaft méglich, im puffer. 
haltigen gelingt sie gut, wie am Beispiel des Desoxycorticosterons in 
Abb. 2 gezeigt wird und fiir die anderen Steroide aus Tab. 2 hervorgeht. 
Tab. 2 gibt auch K-Werte fiir die untersuchten Steroide wieder, die 
sich aus Verteilungskurven nach der Trennung eines Gemisches ergeben, 
Diese stimmen, ebenso wie die K-Werte von papierelektrophoretischen 
Banden (Tab. 2, nach PE), die eluiert und verteilt wurden, hinreichend 
mit denen der direkt verteilten Steroidester iiberein. 

| 0.500 








t 
ct — 4 DOC 
E o400 4 ; A DOC-Ester, | } pn -Ester 
ar en | [\ 8) 
ozo) i \ Ee Fh Tee he 
0.100} A \ ar re \ 
“a r ‘. é " a i 














io 8? 615 2 8 2 SB a eS 
Nr der Fraktion —=— 
Abb. 2. Craig-Verteilung von Desoxycorticosteron und seinem Bernsteinsiure. 
halbester. : 
a) Methanol/Wasser b) Methanol/Phosphatpuffer 
Tetrachlorkohlenstoff/Chloroform Tetrachlorkohlenstoff/Chloroform 


Die Reihenfolge der vier Steroide ist bei der Papierelektrophorese 
(17-Oxy-corticosteron, Desoxycorticosteron, Cortison, Testosteron) eine 
andere als bei der Craig-Verteilung (17-Oxy-corticosteron +- Cortison, 
Desoxycorticosteron, Testosteron). Wenn in der Papierelektrophorese 
zwei Banden von einem einzelnen Steroid auftraten, zeigten beide nach 
Elution bei der Craig-Verteilung identische Kurven und innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode gleiche Verteilungskoeffizienten. 

Diskussion 

Ahnlich wie Zucker® kénnen Steroide durch Addition polarer Grup- 
pen papierelektrophoresefahig* gemacht werden. Wie die Riicktitrationen 
der freien Bernsteinsdure aufzeigen, erfolgt dabei eine Umsetzung im 
stéchiometrischen Verhiiltnis. Die Veresterung erfolgt einmal am 21- 
Hydroxyl, die Bindung der zweiten Bernsteinsiuregruppe im Falle des 
Cortisons kann iiber eine Veresterung an C 17 oder iiber eine Enolisierung 
von C 11 erklirt werden. Die so polar gemachten Steroide wanderten 
einheitlich in der Elektrophorese, das Natriumsalz weiter als der reine 
Bernsteinsdurehalbester. Die vereinzelt beobachteten zwei Banden hat 
auch Savard?® bei der Chromatographie von kristallinem Testosteron 


9 L, Jaenicke, Naturwissenschaften 39, 86 [1952]. 
10 K. Savard, Recent Progr. Hormone Res. 9, 185 [1954]. 
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bei gefunden. Bei genauer Innehaltung der Methodik und bei der Kontrolle 
h die der einzelnen Schritte der Vorbehandlung lieB sich kein Einflu8 auf dieses 

von Verhalten erkennen. Ihr nur vereinzeltes Vorkommen Jat sich vielleicht, 
iffer. ibnlich wie im zitierten Falle, durch die Einfliisse der Luft, der Be- 
ns in  leuchtung oder der Elektrophorese selbst erkliren. 
veht. Die kombinierte Anwendung von Papierelektrophorese und Craig- 
, die § Verteilung bietet eine Méglichkeit, Steroidgemische zu fraktionieren und 
sben. Riickschliisse auf die Kinheitlichkeit der einzelnen Substanzen zu ziehen. 


chen — Bei der Aufspaltung der ketonischen Fraktion des Harns, die mittels der 
hend — Papierelektrophorese schon recht weit vorangetrieben werden kann", 
verspricht die zusitzliche Anwendung der Craig-Verteilung weitere 
Ergebnisse. 

Zusammenfassung 

1. Vier kristalline Steroide (Cortison, 17-Oxy-corticosteron, Des- 
oxycorticosteron, Testosteron) wurden papierelektrophoretisch als Bern- 
steinsiurehalbester und durch Craig-Verteilung in freier und veresterter 
Form fraktioniert. 

2. Die Veresterung entspricht in Abhiangigkeit der Zahl der freien 
Hydroxyle stéchiometrischen Berechnungen. 

3. Je nach der Zahl der eingefiihrten Bernsteinsiurereste steigt die 

| Polaritat der Steroidester und damit die relative Wanderungsgeschwin- 
dure. — digkeit R, in der Papierelektrophorese. 

4. Ahnliche Verhiiltnisse liegen bei der Craig-Verteilung vor. Ester 
und freies Steroid lassen sich in einem pufferhaltigen eat Phasen- 
system gut trennen. 
yrese 5. Die Kombination beider Verfahren liefert fiir die reinen 'Steroide 
eine die erwarteten Ergebnisse und gibt fiir die Charakterisierung zusitzliche 
ison, — Gesichtspunkte. 


rm 





rese & Summary 
nach 1. Four crystalline steroids (cortisone, 17-hydroxycorticosterone, 
) der desoxycorticosterone and testosterone) have been fractionated as the 
succinic acid half esters by means of paper electrophoresis and in the 
free and esterified form by means of Craig distribution. 
rup- 2. The esterification is in agreement with the stoichiometric relations 
sail and depends on the number of free hydroxyl groups. 
- 3. The polarity of the steroid esters and the relative velocity of 
oy. | migration R, in the paper electrophoresis increases with the number of 
dn succinic acid residues introduced. gepiX 03 
rung 4. The conditions are similar in the case of the Craig distribution. 
we The esters and free steroids can be readily separated in a buffered 
ii quaternary phase system. ; 
“hat _ 5, The combination of the two methods yields the results anti- 
wll cipated for the pure steroids and provides additional data for the 


characterization. 


1K, D. Voigt u. I. Beckmann, unveréffentlicht. 
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Beitrag zur Frage der biologischen Aktivitat 
des Cocarboxylase-disulfides 
Von 
C. v. Holt, K. U. Blum und W.-D. Heinrich 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Hamburg, Direktor Prof. Dr. J. Kiihnau 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1955) 


Da sich Aneurin tiber seine Thiolform leicht zum Disulfid oxydieren 
laBt, umgekehrt das letztere durch Reduktionsmittel wie Cystein oder 
Glutathion in das Thiol zuriickverwandelt werden kann, und alle 3 Ver. 
bindungen etwa die gleiche Vitamin B,-Aktivitaét aufweisen!, nehmen 
Zima und Mitarbb.!:2 das Bestehen eines reversiblen Gleichgewichtes 
zwischen Cocarboxylase und Cocarboxylase-disulfid auch unter physio- 
logischen Bedingungen an. Untersuchungen itiber die Zustandsformen 
des Aneurins bzw. Aneurinpyrophosphates der Hefe in Abhiangigkeit 
vom Garungs- und Atmungsstoffwechsel lieBen Myrback und Mitarbb? 
vermuten, daB bei itiberwiegender Girung Aneurinpyrophosphat die 
Wirkform des Vitamins B, darstellt, wihrend beim Ubergang zur At- 
mung das Disulfid die Einschleusung der Brenztraubensiéure in den 
oxydativen Abbau tibernimmt, und somit das reversible Gleichgewicht 
zwischen Cocarboxylase und Cocarboxylase-disulfid in der Steuerung des 
Pasteur-Effektes eine Rolle spielt. Wahrend Karrer und Viscontini! 
in der Versuchsanordnung von Lohmann und Schuster® keine Cofer- 
mentwirksamkeit eines Cocarboxylase-disulfid enthaltenden Priaparates 
finden konnten, haben Zima und Mitarbb.2 mit dem von ihnen dar- 
gestellten Cocarboxylase-disulfid eine deutliche Cofermentaktivitat an 
der Hefecarboxylase nachgewiesen. 

Das Verstiindnis des auBerordentlich komplizierten Ablaufes der 
Brenztraubensiure-Einschleusung in den Citronensiurecyclus, an der 
nach den bisherigen Ergebnissen aufer dem Fermentpiotein mindestens 
5 Cofaktoren, niimlich die Cocarboxylase, die Liponsiure, das Coenzym A, 


1 O. Zimau. R.R. Williams, Ber. dtsch. chem. Ges. 78, 941 [1940]; O. Zima, 
K. Ritsert u. T. Moll, diese Z. 267, 210 [1941]. 

2 O. Zima u. G. G6ttmann, Naturwissenschaften 41, 214 [1954]; O. Zima, 
G. Géttmann, A. Hoffmann, L. Hepding u. R. Hotovy, Merck’s Jber. 67, 1 
[1953]. 
3 K. Myrback, I. Vallin u. C.-E. Lundgren, Svensk. kem. Tidskr. 56, 296, 
400 [1944]; K. Myrback, I. Vallin u. I. Magnell, ebenda 57, 72, 124 [1945]. 

* P. Karrer u. M. Viscontini, Helv. chim. Acta 29, 711 [19-46]. 

5 K. Lohmann u. P. Schuster, Biochem. Z. 294, 188 [1937]. 
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das Diphosphopyridinnucleotid und Magnesium in einer besonders 
beziiglich Cocarboxylase und Liponsiure uniibersichtlichen Weise be- 
teiligt sind® 7 *®, wird durch die unterschiedlichen Eigebnisse iiber 
die biologische Aktivitét des Cocarboxylase-disulfides noch erschwert. 

In diesem Zusammenhang war es von Interesse zu untersuchen, ob 
das Cocarboxylase-disulfid auch im tierischen Brenztraubensaure-Oxy- 
dationssystem eine Cofermentfunktion auszuiiben vermag. Durch Ver- 
gleich des Ausmafes der Reaktivierbarkeit des bei Vitamin B,-Mangel 
ghemmten oxydativen Abbaues der Brenztraubensaure in Leberhomo- 
genaten durch Cocarboxylase und ihr Disulfid erschien es méglich, den 
Wirkungsgrad beider Substanzen abzugrenzen. 


-tihnau 


lieren Methodik 

| oder 

s Ver. Als Versuchstiere dienten Sprague-Dawley-Ratten im Gewicht von 150—250 g. 
hmen & Dé tigliche Zufuhr von 1 mg Neopyrithiamin-hydrobromid?*/100 g Ratte, peroral 


oder intraperitoneal appliziert, fiihrte nach 7—12 Tagen zu einem schweren Aneu- 
ichtes rin-Mangelzustand mit Bradykardie und Drehkrampfen. Nach Auftreten dieser 
nysio- — Symptome wurden die Tiere getétet und die Lebern einzeln in isotonischer Kalium- 
rmen —& chloridlésung zu einem 10-proz. Homogenat verarbeitet, in dem die Brenztrauben- 
iokeit siure-Oxydation in Anlehnung an die Methode von Wright und Scott" bei 37° 
8 4 und 110 Osc./Min. manometrisch iiber 20 Min. bestimmt wurde. Die Zusammen- 
- setzung des Testansatzes ist in der Tab. 1 angefiihrt. 

t die 


r At. Tab. 1. Zusammensetzung des Testansatzes zur Bestimmung der Brenztrauben- 
1 den § siure-Oxydation in Leberhomogenaten normaler und mit Neopyrithiamin be- 












































wicht handelter Ratten. 
ig, des = 
a4 = o *, | 3 S 
. Pe 8 4 4 E 3 E es = Leber- 
Yofer- KCl | MgCl, | = = 7 ee 1S $ Py DPN a homogenat 
rates an oe ee & Ag| i 2 
| dar- 
a End- 
At an konzen- 
trationen | 0,033} 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 |9 x 10—*] 0,01 | 0,002} 2,5 x10—* | 0,0167 | 1,3-proz. 
s der (molar) 
‘ der * pH 7,35 
stens 
ym A, Die in den einzelnen Versuchen gepriiften Cocarboxylase- und Cocarboxylase- 
'— disulfid-Konzentrationen!, deren Zugabe vor der Temperaturaquilibrierung er- 
7 folgte, sind in den Tabellen 2, 3 und 4 angegeben. 
4l ’ ° 





;ima, 6 J.C. Gunsalus in McElroy and Glass, Mechanisms of Enzyme Action, 
67. 1 Johns Hopkins University Press, Baltimore, 1954. 

; 7 L. J. Reed, Physiol. Rev. 38, 544 [1953]. 
; 996 8 D. M. Greenberg in D. M. Greenberg, Chem. Pathways of Metabolism, 
‘o4n) | New York 1954. 
1945}. 

® D. E. Green, |. c.8. 
. 10 Fiir die Uberlassung der Substanzen danken wir der Firma Merck, Darm- 
stadt. 

"RK. C. Wright u. E. M. Scott, J. biol. Chemistry 206, 725 [1954]. 
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Tab. 2. Sauerstoffaufnahme in ul nach 20 Min. von Leberhomogenaten normaler 
Ratten ohne Zugabe von Brenztraubensiaure (BTS) (Leeratmung) und nach Zusatz 


von BTS, BTS + Cocarboxylase 


(APP) und BTS + Cocarboxylase-disulfid 























(APPDS). 
Versuch Leer- BTS BTS + APP | BTS + APPDS 
Nr. atmung * | (3x 10-4-m.) (3 x 10-4-m.) 
1 51 75 86 74 
2 54 8l 78 - 
J 41 109 — 
4 57 78 8] 76 
5 53 587 79 79 
6 42 55 == 
7 45 62 54 — 
8 49 84 81 68 
9 — 48 50 : 
10 57 78 81 77 
ll 48 74 70 - 
12 48 75 8l ; 
Mittelwert| 50 | 76 | 74 | 75 


Tab. 3. Sauerstoffverbrauch in pl nach 20 Min. von Leberhomogenaten mit 
Neopyrithiamin behandelter Ratten ohne Zugabe von BTS (Leeratmung) und nach 
Zusatz von BTS, BTS + APP und BTS + APPDS. 




















Versuch Leer- BTS BTS + APP} BTS + APPDS 
Nr. atmung * | (3x 10-4-m.) (3 x 10-4-m.) 
1 32 60 81 77 
2 48 32 71 — 
3 29 27 — 
4 41 71 89 
5 33 — 58 67 
6 - 41 68 — 
7 35 83 
8 37 4] 
9 37 52 67 
10 32 60 77 
11 39 31 65 
12 33 63 91 88 
13 — 31 63 ~~ 
14 26 31 60 es 
15 38 — 94 81 
16 -- 34 56 53 
17 -- 30 65 - 
18 33 39 1 -- 
19 49 71 92 
20 ~- 34 58 — 
21 — 32 63 62 
22 — - 87 82 
23 37 45 83 -- 
24 -- 37 aq - 
25 39 45 64 os 
26 42 38 61 
Mittelwert| 37 | 43 | 71 | 75 
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Ergebnisse 


In Tab. 2 ist das Verhalten der Brenztraubensiure-Oxydation in 
Leberhomogenaten normaler Ratten mit und ohne Zusatz von Cocarb- 
oxylase bzw. Cocarboxylase-disulfid (3 10-4-m.) im Vergleich zur 
leeratmung dargestellt. Brenztraubensaéure fiihrt zu einem deutlichen 
Anstieg des Sauerstoffverbrauches, der weder durch Cocarboxylase noch 
disulfid eine weitere Steigerung erfahrt. 

Im Gegensatz dazu ist der Abbau der Brenztraubensiaure in Leber- 
homogenaten von Vitamin B,-Mangeltieren deutlich herabgesetzt, s. 
Tab. 3; er 14Bt sich aber sowohl durch Cocarboxylase als auch durch 
(ocarboxylase-disulfid (3x 10-4-m.) aktivieren. Der durchschnittliche 
Sauerstoffverbrauch der Aneurinmangel-Homogenate erreicht nach 
Reaktivierung durch beide Substanzen normale Werte. 

Die vergleichende Bestimmung des Verlaufes der Sattigungskurven 
der Brenztraubenséure-Oxydase in dem Testansatz deckt jedoch Unter- 
schiede in der Affinitaét beider Substanzen zum Apoferment auf (siehe 
Tab. 4 und die Abbildung). 

Bezogen auf das Gewichtsverhialtnis bewirkt die 5—7fache Menge 
Cocarboxylase-disulfid im Vergleich zur Cocarboxylase eine Aaqui- 
valente Aktivierung der Brenztraubensiure-Oxydation. 


Tab. 4 und Abbild.: Steigerung der Pyruvat-Oxydation nach Zugabe verschiedener 
Konzentrationen der Hydrochloride von Cocarboxylase (APP ee) und Cocarb- 
oxylase-disulfid (APPDS m-—m) in % der durch APP (3x10-4m.) bewirkten 
maximalen Sauerstoffaufnahme (Differenz der Sauerstoffaufnahme in yl bei einer 
APP-Konzentration von 3 x 10-4 m. und O = 100%). 












































APP APPDS 
are Konzen- 
. eae 013x10~* 1075 3x 1075/3 x 1074/3 x 107%] 1075 |3x1075| 1074 3x1074 
ete s 4 8 0 1,4 4,6 13,8 138 2,8 9,5 28,6 95,5 286 
Steigerung der 
Pyruvat-Oxydat. 0 0 61 75 100 —7 25 54 82 1i4 
wahl der Be- 
stimmungen. . 23 4 6 12 20 3 2 8 4 11 
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Diskussion 


In der angewandten Versuchsanordnung ist die in Leberhomoge. 
naten B,-avitaminotischer Ratten herabgesetzte Brenztraubensiure. 
Oxydation durch Cocarboxylase-disulfid voll reaktivierbar, allerdings 
erreicht dieses unterhalb der Fermentsittigungsgrenze nicht die Akti- 
vitaét des Aneurinpyrophosphates. Diese Ergebnisse stehen in Uberein. 
stimmung mit jenen von Zima? iiber die Aktivierung der Brenztrauben. 
siure-Decarboxylierung durch Cocarboxylase-disulfid. Der aus friiheren 
Untersuchungen‘ und den vorliegenden Befunden entstehende Wider. 
spruch findet méglicherweise seine Erklarung in unterschiedlichen Rein. 
heitsgraden der verwendeten Testsubstanzen. Trotz des Nachweises 
einer Cofermentaktivitaét laBt sich die Frage einstweilen nicht beant- 
worten, ob das Cocarboxylase-disulfid als solches oder erst nach Um. 
wandlung in Cocarboxylase oder eine andere Wirkform, etwa die des 
Thiols, seine Aktivitaét entfaltet. Fiir letzteres spricht eine Wirkungs. 
steigerung von Cocarboxylase-disulfid-Praparaten nach z. B. mit Cystein 
vorgenommener Reduktion!*, die sich in keinem Testansatz sicher aus. 
schlieBen laBt. 


Zusammenfassung 


Die herabgesetzte Brenztraubensiure-Oxydation in Leberhomo. 
genaten von mit Neopyrithiamin behandelten Ratten la8t sich durch 
Cocarboxylase und Cocarboxylase-disulfid normalisieren, wobei das 
Aktivitatsverhaltnis etwa 7: 1 betragt. 


Summary 


The diminished rate of oxidation of pyruvic acid in liver homoge- 
nates from rats treated with neopyrithiamine can be increased to normal 
by means of cocarboxylase and cocarboxylase disulfide; the ratio of 
activities is about 7: 1. 


21. 0%, 821081. 
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im oge- 
saure- 


ae Zur Kenntnis der Acetylencarbonsduren* 

Akti- 

yerein. V. Mitteilung: 

wu ben- Die enzymatische Hydrolyse der Methylester kurzkettiger Alkin- 

iheren und Alkencarbonsauren 

Wider. 

; Von 

Rein. 

Weises Karl Ernst Schulte und Werner Engelhardt 

beant- Aus dem Pharmazeutischen Institut der Freien Universitit Berlin 

, “2 (Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mai 1955) 

ie des 

ee Die Abhangigkeit der Spaltbarkeit von Estern durch Leberesterase 

ystein § YO? der Konstitution sowohl der Siure- wie der Alkoholkomponente ist 

r aus. § Schon eingehend untersucht worden. So ist auch bekannt, daf Glyceride 
natiirlich vorkommender ungesittigter Fettsiuren rascher gespalten 
werden als die der gesittigten!. Stenholt? zeigte am Beispiel der Athyl- 
ester der Fumar- und Maleinsaiure, daB die trans-Form rascher hydro- 

homo. § lysiert wird, wahrend eine unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeit 


durch § bei den Stereoisomeren langerkettiger Saéuren (z. B. Ol- und Elaidin- 
siure) nicht beobachtet wurde. Auch die Geschwindigkeit der fermenta- 
tiven Estersynthese verlauft bei den Stereoisomeren kurzkettiger Sauren 
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. So wird nach Fabisch® die 
Maleinsiure mit aliphatischen Alkoholen rascher verestert als die Fu- 
marsiure, waihrend sich bei langerkettigen Sauren nur ein geringer bzw. 
moge- § kein Unterschied in der Veresterungsgeschwindigkeit zeigte. Der Ein- 
ormal § flu der ungesittigten Bindung, insbesondere der Acetylenbindung, in 
tio of f Abhangigkeit von der Lage zur Carboxylgruppe auf den Ablauf der 
Reaktion wurde unseres Wissens noch nicht naher untersucht. 

Als Substrat fiir diese Untersuchungen dienten die Methylester der 
isomeren Hexin- und Hexensiuren, als Enzym die Rinderleberesterase. 
Die Darstellung der verwendeten Ester wurde schon friiher an anderer 
Stelle beschrieben*, ebenso die Bereitung der Enzymlésung und die 
Durchfiihrung der enzymatischen Esterhydrolyse*®. In Abb. 1 und 2 sind 


i das 





* IV. Mitteil. Angew. Chem. im Druck; IIT. Mitteil. Arch. Pharmaz. Ber. 
dtsch. pharmaz. Ges. 287, 495 [1954]. 

1 F. Tofte, Biochem. Z. 272, 308 [1934]; T. Ono, J. Agr. Chem. Soc. Japan 
16,43 [1940], 17, 199 [1941]; F.Schonheyder und K.Volqvartz, Enzy- 
mologia 11, 178 [1943/45]. 

2 G. Stenholt, Acta physiol. scand. 5, 103 [1943]. 

3 W. Fabisch, Biochem. Z. 284, 84 | 1931]. 

4 K. E. Schulte u. K. Ph. Reiss, Chem. Ber. 86, 777 [1953]; 87, 964 [1954]; 
K. KE. Schulte u. W. Engelhardt, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 
287, 495 [1954]; Dissertation W. Engelhardt Berlin, FU 1955. 

5 K. E. Schulte, H. Krause u. J. Kirschner, diese Z. 287, 239 [1951]. 
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die Zeitumsatzkurven fiir die untersuchten Ester wiedergegeben und in 
Tab. 1 die Werte fiir die Geschwindigkeitskonstante (k) der Hydrolyse 
zu Beginn der Reaktion, die graphisch aus den kp-Werten ermi‘telt 
wurden, zusammengestellt. 





Abb. 1 J Abb.2 
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Abb. 1. Prozentuale Spaltung der Methylester der Capronsiure (1), der Hexin- 

(2)-siure (2), der Hexin-(3)-siure (3), der Hexin-(4)-siure (4), der Hexin-(5)-saure 

(5) und der Pentin-(4)-siure (6) durch Leberesterase in Abhangigkeit von der Zeit. 

Abb. 2. Prozentuale Spaltung der Metbhylester der Capronsiure (1) der trans- 

Hexen-(2)-saure (2+), der cis-Hexen-(2)-siiure (2c), der trans-Hexen-(4)-saure (4t), 

der cis-Hexen-(4)-siure (4c), der Hexen-(5)-siure (5) durch Leberlipase in Abhan- 
gigkeit von der Zeit. 


Tab. 1. Die Anfangsgeschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse der Methyl- 
ester der Capronsaure, der Pentin-(4)-siure, der isomeren Hexin- und Hexensauren. 











Methylester der k- 104 
Capronsiaure 265 
Hexin-(2)-saure 102 
Hexin-(3)-siure 68 
Hexin-(4)-saure 269 
Hexin-(5)-saiure 107 
Pentin-(4)-saure 93 

cis-Hexen-(2)-saiure 28 

trans-Hexen-(2)-saiure 33 
cis-Hexen-(4)-siure 271 
trans-Hexen-(4)-saiure 511 
Hexen-(5)-siure 215 


Wie aus diesen Werten hervorgeht, werden die Hexinsaéure-methy]- 
ester mit unterschiedlicher Geschwindigkeit hydrolysiert. Liegt die Drei- 
fachbindung in 2.3-Stellung zur Carboxylgruppe, so tritt, verglichen mit 
dem Capronsiurester, eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit ein; 
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dieser hemmende Einflu8 nimmt noch zu, wenn die Acetylenbindung in 
3.4-Stellung riickt. Dagegen bewirkt eine in 4.5-Stellung liegende Ace- 
tylenbindung keine Verzégerung der Esterspaltung, sondern eine 
schwache Beschleunigung der Reaktion. Wird die Dreifachbindung end- 
stindig, so sinkt der Wert fiir die Reaktionsgeschwindigkeit wieder 
stark ab. 

Wahrend nun — darauf wird noch niher einzugehen sein — eine 
nicht endstandige, in 2.3- oder 3.4-Stellung zur Carboxylgruppe befind- 
liche Acetylenbindung infolge des von ihr ausgeiibten Einflusses auf den 
polaren Charakter der Carbonylgruppe die Reaktionsgeschwindigkeit 
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beeinfluBt, wirkt die endstiindige Acetylenbindung in ganz anderer 
Weise auf die Hydrolyse verzégernd. Sie verursacht nimlich eine Hem- 
mung des Enzyms, die auch dann beobachtet wird, wenn die Esterase in 
Gegenwart eines in gleicher molarer Konzentration zugesetzten Alkins 
mit endstandiger Dreifachbindung und gleicher Kohlenstoffzahl wie die 
Siurekomponente des Esters auf den Capronsiureester einwirkt (Abb. 3). 
Diese Hemmung wird auch bei dem Pentin-(4)-situremethylester be- 
obachtet, der wesentlich langsamer gespalten wird, als der Hexin-(4)- 
siuremethylester, obwohl die Dreifachbindung bei beiden Estern in der 
gleichen Stellung zur Carboxylgruppe steht und bei dem letztgenannten 
einen etwas rascheren Verlauf der Spaltung bewirkt. 

Auch die isomeren Hexensaureester werden mit unterschiedlicher 
Geschwindigkeit gespalten. Hier iibt ebenfalls die in 2.3-Stellung ste- 
hende Doppelbindung einen hemmenden Effekt auf beide stereoisomeren 
Formen aus, jedoch wird die trans-Form etwas rascher gespalten als die 
cis-Form, ein Befund, der mit den Ergebnissen von Stenholt? iiberein- 
stinmt. Liegt die Doppelbindung in 4.5-Stellung, so verliuft die Reak- 
tion bei beiden Isomeren mit gréBerer, aber ebenfalls unterschiedlicher 
Geschwindigkeit als bei dem Capronsiureester, und zwar wird der 
trans-Hexen-(4)-siuremethylester auch hier rascher gespalten als dessen 
cis-Form. Ist die Doppelbindung endstindig, so macht sich wieder ein 
verzogernder Effekt bemerkbar, der ahnlich wie bei der endstindigen 
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Tab. 2. Gebildete Saiure in mg aus den isomeren Hexinsdureestern nach 30 Min, 
bei verschiedener Substrat- und konstanter Enzymkonzentration (py 8,9, 7' 30°), 





dea Metigt Capron- | Hexin-(2)- | Hexin-(3)- | Hexin-(4)- | Hexin-(5). 
poo ogg : saure saiure saure saure saure 





27,40 - = 
28,11 — — 


26,71 ; - 
- 10,08 32,05 
24,60 oe 8,07 32,78 7,84 
20,85 15,20 5,60 29,15 10,07 
14,76 14,52 4,71 20,18 13,90 
4,92 7,15 3,81 8,29 8,52 
am 4,47 3,14 in 6,95 
1,92 3,35 2,91 3,81 ae 
i 1,79 2,69 2,69 4,48 
1,40 1,34 i ae 2,24 1,57 


13,63 




















Tab. 3. Gebildete Saure in mg aus den isomeren Hexensdureestern nach 30 Min, 
bei verschiedener Substrat- und konstanter Enzymkonzentration (pq 8,9, 7' 30°). 





Molaritat cis- trans- cis- trans- Hexen 
des Methyl- Hexen- Hexen- Hexen- Hexen- (5)-shure 
esters __| (2)-siure | (2)-sdure (4)-siure (4)-saure j 


55,70 





m/10 


m/25 2,96 2,28 31,37 56,84 23,28 


m/50 2,51 2,95 35,87 37,66 31,96 
m/100 2,28 2,97 19,40 17,80 20,02 
m/250 1,824 3,17 7,53 8,21 7,07 
m/350 0,912 3,88 4,56 5,70 5,02 
m/500 0,456 3,19 3,19 3,19 3,88 
m/750 0,684 2,28 1,14 0,91 1,82 
m/1000 0,456 2,05 — -- 0,91 

















Tab. 4. Dissoziations-, Affinitats- und relative Hydrolysenkonstanten der 
isomeren Hexin- und Hexensiureester. 





Dissoziations- 
konstante der | Affinitats- . |Rel- Hydrolysen- 
konstante der 


Enzym-Subst rat-| konstante SadivnaiSetheteak 
Verbindung 1/Ks fea 
. Verbindung 


Methylester 
der 





Capronsaure 110 
Hexin-(2)-saiure 214 
Hexin-(3)-siure ay 120 
Hexin-(4)-siure 
Hexin-(5)-siure 
cis-Hexen-(2)-saure 
trans-Hexen-(2)-saure 
cis-Hexen-(4)-saure 
trans-Hexen-(4)-saure 
Hexen-(5)-siure 
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Acetylenbindung durch eine Hemmung des Enzyms zu deuten sein 
dirfte. 

Um einen weiteren Einblick in den Ablauf der Reaktion zu ge- 
winnen, wurden die nach 30 Min. freigesetzten Saiuremengen bei kon- 
stanter Enzym- und steigender Substratkonzentration ermittelt (Tab. 2 
und 3) und nach L. Michaelis und M. L. Menten durch Aufstellung 
von Aktivitiits-pg-Kurven ausgewertet. Die ermittelten Werte fiir die 
Dissoziationskonstanten der Substrat-Enzymverbindungen, die daraus 
errechneten Affinitatskonstanten und die relativen Hydrolysenkon- 
stanten zeigt Tab. 4. 

Unter der Voraussetzung, da die Theorie von L. Michaelis und 
M.L. Menten auf das vorliegende heterogene System begrenzt an- 
wendbar ist, 1iBt sich folgende Vorstellung iiber die Einflu8nahme der 
ungesittigten Bindung in Abhingigkeit von der Lage zur Carboxyl- 
gruppe gewinnen: Die Dissoziationskonstante der Enzym-Substratver- 
bindung wird erniedrigt und damit die Affinitiét des Enzyms zum Sub- 


strat erhdht, wenn eine Acetylenbindung in dem C-6-Sauremolekiil vor- 


liegt. Das Wirksamwerden der Dreifachbindung auf die Stabilitat des 


| Enzym-Esterkomplexes diirfte aber je nach der Lage zur Estergruppe in 
| unterschiedlicher Weise erfolgen, und zwar vornehmlich einmal durch die 


Verschiebung der Ladungsverteilung im Molekiil und auBerdem durch 
die Anderung der Molekiilstruktur nach Eintritt einer Acetylenbindung. 


| Liegt die Dreifachbindung in 2.3- oder 3.4-Stellung zur Estergruppe, so 
wird ohne Zweifel der gréBere EinfluB auf die Affinitat des Substrates 


zum Enzym durch die Erhéhung der Polaritéat der Carbonylgruppe aus- 
geiibt. Die Geschwindigkeit der fiir die Hydrolyse der Ester geschwin- 
digkeitsbestimmenden Teilreaktion — namlich der Zerfall des Sub- 
strat- Enzymkomplexes — wird vermindert, und damit werden die Werte 
fir die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante kleiner; allerdings nimmt 
die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante fiir den Hexin-(3)-siureester 
stirker ab als bei dem Hexin-(2)-siureester, wihrend die Zunahme der 
Affinitat zum Enzym sich gegensinnig aindert. Damit diirfte angedeutet 
werden, daB noch ein weiterer Faktor geschwindigkeitsbestimmend auf 
die Gesamtreaktion Einflu8 nimmt. Riickt die Dreifachbindung in die 
4.5-Stellung, so wirkt sich der von ihr ausgeiibte alternierende Effekt 
nur noch geringfiigig an der Carbonylgruppe aus, so daB hierdurch allein 
die Zunahme der Substrat-Enzym-Affinitaét nicht ausreichend erklarbar 


wird. Beriicksichtigt man weiterhin, daB trotz der gréBeren Affinitat des 


Hexin-(4)-siiureesters zum Enzym fiir die Hydrolyse des Esters eine 
etwas gréBere Reaktionsgeschwindigkeitskonstante als fiir den Capron- 
siureester ermittelt wurde, so erscheint die Annahme naheliegend, 
daB die durch die Anwesenheit der Dreifachbindung bedingte Ande- 
tung der Molekiilstruktur wirksam werden muB. 

Eine endstiandige Acetylenbindung, wie sie in dem Hexin-(4)-siure- 
und Pentin-(4)-siure-methylester vorliegt, erhéht ebenfalls die Affinitat 


des Substrats zum Enzym; fiir diese Affinititserhdhung diirfte die 
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groBere Reaktionsbereitschaft der einseitig substituierten Acetylenbin. § 
dung verantwortlich sein, die offenbar neben der Carbonylgruppe mit 
dem Enzym in Reaktion tritt und sich so an der Bildung der Subsirat. 
Enzym-Verbindung beteiligt und deren Stabilitat erhodht. 

Fiir die Annahme, da} die sterischen Verhaltnisse im Substrat fiir 
dessen Affinitét zum Enzym mitbestimmend sind, sprechen auch die 
unterschiedlichen Werte fiir die Affinitét der stereoisomeren Hexen. 
siiureester zum Enzym. Auch hier bedingt die Doppelbindung in 2.3. 
Stellung eine Erhéhung der Affinititskonstante bzw. Erniedrigung der 
Zerfallsgeschwindigkeit, wobei fiir die trans-Konfiguration eine héhere 
Affinitatskonstante als fiir das cis-lsomere ermittelt wurde. Allerdings 
andert sich das Verhaltnis der Dissoziations- und Affinititskonstanten 
fiir die cis- und trans-Konfiguration mit der Lage der Doppelbindung zur 
Carboxylgruppe. Liegt die Doppelbindung nimlich weiter entfernt von 
der Carboxylgruppe, z. B. in 4.5-Stellung, so wurde fiir die trans-Konfi- 
guration eine niedrigere Affinitat als fiir die cis-Konfiguration gefunden. 
Der Grund fiir diese zunachst iiberraschende Feststellung, daB das Ver. 
haltnis der Affinititsinderung der cis- und trans-Konfiguration nicht 
mit der Anderung der Lage der Doppelbindung zur Carboxylgruppe 
gleichsinnig erfolgt, waihrend die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 
fiir die trans- Konfiguration stets gréBer als fiir die cis-Konfiguration ge- 
funden wurden, diirfte in einer Uberlagerung der beiden vornehmlich 
einfluBnehmenden Faktoren zu suchen sein. W. ihrend bei einem Ester, 
dessen Siurerest die Doppelbindung in der Nahe der Carboxylgruppe 
trigt, vorwiegend die starkere Polaritat der Carbonylgruppe die Affini- 
tiitsinderung bestimmt und damit die Geschwindigkeit der Gesamt- Ff 
reaktion, tritt bei einer entfernter liegenden Doppelbindung die Beein- 
flussung durch die sterischen Verhiltnisse mehr in den Vordergrund, 
nachdem eine Anderung der Polaritiit der Carbonylgruppe durch eine 
in 4.5-Stellung stehende Doppelbindung nicht gegeben ist. Hierfiir 
spricht insbesondere auch der Befund, dai die Methylester der cis- 
und trans-Hexen-(4)-siure rascher gespalten werden als der der Capron- 
siure. 

Eine Erhéhung der Substrat-Enzym-Affinitaét wurde auch bei einem 
Ester mit endstandiger Athylenbindung gemessen; allerdings ist sie hier 
nicht so ausgeprigt wie bei einer endstiindigen Acetylenbindung, diirfte 
aber in der gleichen Weise bei der Bildung des Substrat-Enzym-Kon- 
plexes wirksam werden. 




















Zusammenfassung 


Der Einflu8 einer ungesittigten Bindung auf die Geschwindigkeit 
der enzymatischen Hydrolyse der Methylester kurzkettiger Alkin- und 
Alkencarbonséuren andert sich mit deren Lage zur Carboxylgruppe. 
Wihrend die Dreifachbindung in 2.3- und 3.4-Stellung eine Abnahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit parallel mit der Erhéhung der Polaritat der 
Carbonyl-Doppelbindung bewirkt, bedingt sie endstandig eine Verlang- 
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samung der Spaltungsgeschwindigkeit durch Hemmung des Enzyms; 
eine in 4.5-Stellung liegende Acetylen-Bindung verursacht eine geringe 
Beschleunigung der Hydrolysengeschwindigkeit. Die Athylen-Bindung 
iibt aus den gleichen Griinden ebenfalls in Nahe der Carboxylgruppe 
und endstiandig einen verzégernden Effekt auf die Reaktionsgeschwin- 
digkeit aus, wihrend sie in 4.5-Stellung eine deutliche Beschleunigung 
bewirkt, insbesondere bei der trans-Konfiguration, die in jedem Falle 
schneller gespalten wird als das zugehérige cis-Isomere. 


Summary 


The influence of an unsaturated linkage on the velocity of enzy- 
matic hydrolysis of the methyl esters of short chain alkine and alkene 
carboxylic acids varies depending on its position ‘in relation to the carb- 
oxyl group. While a triple bond in the 2.3- and 3.4-position causes a re- 
duction in the reaction velocity parallel with the increase in polarity of 
the carbonyl double bond, such a bond in the terminal position causes 
retardation of the cleavage by inhibition of the enzyme. An acetylenic 
linkage in the 4.5-position produces a slight increase of the velocity of 
hydrolysis. For the same reasons an ethylenic linkage in the vicinity 
| of the carboxyl group and in the terminal position exerts a retarding 
effect on the reaction. Such a linkage in the 4.5-position has a marked 
accelerating effect particularly in the case of the trans-configuration 
which in every case is cleaved more rapidly than the corresponding 
cis-isomer. 
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Uber das Vorkommen von Homarin, Taurocyamin, Cholin, 
Lysin und anderen Aminosduren sowie Bernsteinsaure 
in dem Meereswurm Arenicola marina 
Von 
D. Ackermann 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1955) 

Seinerzéit konnte ich! aus zwei Seesternarten (Asterias rubens und 
Asterias glacialis) ein schwefelhaltiges Guanidinderivat, das Asterubin 
isolieren, dessen Konstitution sich durch zwei Synthesen? sicherstellen 


lieB. Dem Formelbild nach muBte es sich vom Taurin iiber das Tauro. 
cyamin als Zwischenglied herleiten: 


NH, N (CH;). 
é HN: C HN: ra 
NH, NH Nu 
H, CH, én, 
ie 5 i 
S0,H SO,H SO,H 
Taurin Taurocyamin Asterubin 


Wahrend aber das Taurin in der niederen Tierwelt ziemlich ver- 
breitet ist, hatte ich nach dem Taurocyamin bisher vergeblich gesucht. 
Es ist nun von J. Roche und seinen Mitarbeitern® aus Arenicoliden, 
mehreren festsitzenden Polychaeten und Gephyren isoliert und 
auBerdem im Harn der Ratte* beobachtet worden. 

Wie aus vorliegender Untersuchung hervorgeht, habe ich nun das 
Vorkommen von Taurocyamin in Arenicola marina ebenso wie seiner- 
zeit das Auftreten von Glykocamin® in Nereis virens durch Analyse 


1D.Ackermann, diese Z. 282, 206 [1935]; D. Ackermann u. H.A. 
Heinsen, diese Z. 285, 115 [1935]. 

2 D. Ackermann, diese Z. 234, 208 [1935]; D. Ackermann u. E. Miiller, 
diese Z. 285, 235 [1935]. 

3 Nguyen-van Thoai, J. Roche, Y. Robin u. Nguyen-van Thien, 
C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 147, 1241 [1953]; Nguyen-van Thoai u. Y. 
Robin, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 533 [1954]. 

4 Nguyen-van Thoai, J. Roche u. A. Olumucki, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 14, 448 [1954]. 

5 D. Ackermann, diese Z. 299, 186 [1954]. 
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der reindargestellten Verbindung sowie durch Papierchromatographie 
bestiitigen kénnen. Eine Isolierung des Taurocyamin-Phosphagens, 
die Roche und Mitarbeitern hier gleichfalls gelang, kam bei der Art 
meiner Aufarbeitung nicht in Frage. 


Taurin und Asterubin vermiBte ich; ebenso auch Glyko- 
eyamin, entsprechend der Angabe von Roche. 

Wahrend ferner bei Arenicola Trigonellin fehlte, fand sich bei 
dieser Tierart wieder sein Isomeres, das Homarin, das nun schon sechs- 
mal in der niederen Tierwelt, und zwar bei Anemonia sulcata®, Homarus’, 
Arbatia pustulosa®, Arca Noae®, Velella spirans’® und Patella sp., 
beobachtet worden ist. 

Das Homarin ist bei Arenicola das einzige Betain; denn auch das 
bei niederen Tieren so verbreitete Glykokoll-Betain, das bei dem 
Meereswurm Nereis virens® iiber die Halfte des ganzen Basenstickstoffes 
ausmacht, fehlt hier. 

Dagegen zeigte sich bei Arenicola als privalenter Traiger des 
Gesamtbasen-Stickstoffes (62,74%) eine basische Aminosaure, und 
zwar das Lysin (47 g Lysin-Pikrat aus 5,35 kg Lebendgewicht)*. 

Demgegeniiber trat Histidin (0,3 g Pikrolonat) ganz zuriick und 
Arginin war gar nicht nachzuweisen. 

Auch Monoaminosauren zeigten sich, zum Teil in iiberraschend 
groBer Menge, wie Tyrosin (4,9 g) und Leucin (46,8 g), die beide ana- 
lytisch festgelegt wurden. 

Daneben konnten auf papierchromatographischem Wege noch 
Serin, x-Alanin, Valin, Threonin, Isoleucin und Prolin identi- 
fiziert werden, womit aber die Zahl der sonst noch vorhandenen Mono- 
aminosduren nicht erschépft sein diirfte. 


Auch Cholin kam wieder zur Beobachtung. 


Die an Taurocyamin gewonnene Reinausbeute (27 mg) entspricht 
sicher nicht entfernt der wirklich in Arenicola vorhandenen Menge. 
Zwar konnte ich feststellen, da8 auch Taurocyamin wie Taurin nach 
Fr. Kutscher™ mit waBriger Quecksilberchloridlésung und Baryt- 
wasser niederzuschlagen ist, aber bevor dieses Fallungsverfahren zur 
Anwendung kommen konnte, muBten weitgehende Reinigungen vor- 
ausgehen, bei denen dann die Substanz stark verzettelt wurde. 


6 D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]. 

’ F. A. Hoppe-Seyler, diese Z. 222, 105 [1933]. 

8 F. Holtz, Fr. Kutscher u. Thielmann, Z. Biol. 81, 57 [1924]. 

® Fr. Kutscher u. D. Ackermann, diese Z. 221, 33 [1933]. 

10 F. Haurowitz u. H. Waelsch, diese Z. 161, 367 [1926]. 

1 —D. Ackermann u. R. Janka, diese Z. 298, 65 [1954]. 

22 Fr. Kutscher, diese Z. 88, 120 [1903]. 

* Uber analoge Verhiiltnisse in der Pflanzenwelt vgl. Mothes, Diskussions- 
bemerkung zu meinem Vortrag auf dem 5. Kolloquium in Mosbach ,,Zur ver- 
gleichenden Biochemie des Stickstoffes‘‘ 22. April 1955. 
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SchlieBlich lieB sich noch Bernsteinsaure isolieren. Diese ist 
auBer bei Siugetieren’’, in Echinokokkenflissigkeit™, in Okto. 
podenmuskulatur?, im Fubmuskel von Sycotypus caniculatus'® und 
bei Lumbricus terrestris’? beobachtet worden. 


Beschreibung der Versuche 
1. PWS*-Fallung des ungereinigten Materials 


2. Kaliumsulfatfallung der freigemachten 
schwefelsauren Basen mit Methanol 


3. Erneute PWS-Fallung 





Silbersulfatfallung 


- 
4. Purinbasen (nicht untersucht) 


Filtrat davon 


5. Alkalische Reineckatfallung 


: 
Cholinchloraurat (1,8 g) 
Lysinpikrat (0,5 g) 


6. Saures Reineckat 





r 
Lysinpikrat (8 g) 
Homarinchloraurat (0,36 g) 
Homarinflavinat (0,29 g) | 


7. Reineckat-Filtrat 
Ss 





rc 
Lysinpikrat (38,7 g) 
Histidinpikrolonat (0,3 g) 


8. PWS-Filtrat 





Tyrosin (4,9 g) 





- 
Leucin (46,8 g) 
Andere Monoaminosauren 


13 EK. Abderhaldens, Biochem. Handlexikon Bd. 1, 1128 (1911). 

14 W. Heintz, Ann. Chemie Pharmacie 76, 369 [1850]; O. Fléssner, Z. 
Biol. 82, 297 [1924]. 

15 M. Henze, diese Z. 48, 486 [1905]. 

16 Mendel u. Bradley, Amer. J. Physiol. 17, 167 [1907]; Chem. Zbl. 1907 I, 
413. 

17 D. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Biol. 75, 315 [1922]. 

* PWS = Phosphorwolframsaure. 
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In der letzten von 15 fraktionierten Alkoholfallungen: Taurocyamin, durch 
Ionenaustauscher E, Merck I und nachfolgende Fallung mit HgCl, + Ba(OH),. 
gereinigt (27 mg). — Im Ather-Extrakt: Bernsteinsaure. 


5,35 kg Arenicola marina* wurde vom Konservierungsmethanol durch Ab- 
dampfen befreit, mit dem Fleischwolf zerkle:uert und in viel Wasser aufgekocht. 
Da die Biuretreaktion nur sehr schwach war,. auBerdem mit Bleiacetat sowie mit 
Trichloressigsaure nur geringe Fallungen entstanden, wurde auf eine Vorreinigung 
verzichtet, der schwarzliche, diinne Brei auf 8/ gebracht und nach Zugabe von 
600 ccm 50 gew.-proz. Schwefelsiure mit 3,8 1 PWS (1000 g mit Wasser ad 2000 ccm) 
ausgefallt. Nachdem am andern Tage die Fallung abgesaugt, mit 5-proz. Schwefel- 
siure gewaschen und dann getrocknet war, wurde sie urspriinglich in einen in 
Aceton léslichen und einen darin unléslichen Teil aufgeteilt und die Verarbeitung 
beider Portionen getrennt vorgenommen. Da sich hierbei aber herausstellte, daB 
sich im wesentlichen dieselben Resultate ergaben, bezieht sich die Schilderung 
der Versuche und Angabe der Ausbeuten auf die urspriinglich unaufgeteilte PWS- 
Fallung. 

1. PWS-Fallung (5,59 g Basenstickstoff): Nach ihrer Zersetzung mit Baryt 
wurde die entstandene alkalische Basenlésung im Vak. von den fliichtigen Basen 
befreit und nach Zugabe von Schwefelsaure bis zur schwach lackmussauren Reak- 
tion weitgehend eingeengt. Nach Zugabe von Methanol lieB sich der gréBte Teil 
des Kaliums als 

2. Kaliumsulfat niederschlagen und durch Filtration beseitigen. Um eine 
gréBere Reinigung der Basenfraktion, vor allem auch eine Beseitigung der zum Teil 
mitgefallten Monoaminosaéuren zu erreichen, schlo8 sich jetzt nach Abdunsten des 
Methanols eine 

3. Erneute PWS-Fallung an, und zwar aus einem Volumen von 3,51 bei 
Gegenwart von 5-proz. Schwefelsiure. Um die 

4. Purinbasen, die nicht untersucht wurden, abzutrennen, wurde die Lé- 
sung der frei gemachten Basen eingeengt und bei schwefelsaurer Reaktion mit 
Silbersulfat véllig ausgefallt, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff vom Silber be- 
freit und nach Abdunsten des Schwefelwasserstoffes die Schwefelsiure mit Baryt 
genau beseitigt. Hieran schloB sich eine 

5. Alkalische Reineckatfallung. Diese enthielt etwas Cholin und Ly- 
sin. Das Cholin wurde zuerst mit Dipikrylamin-Magnesium-Lésung ausgefallt und 
hieraus das Cholin-chloraurat (1,8 g) gewonnen. 

6,730 mg Sbst.: 3,415 mg CO,, 1,960 mg H,O, 2,969 mg Au. 

C;H,,0 N- AuCl, Ber. C 13,54 H3,18 Au 44,50 

Gef. C 13,85 H3,26 Au 44,12 

Aus dem Filtrat der Dipikrylaminfallung lieB sich Lysin in einer Menge von 
0,5 g Pikrat gewinnen. 

Das Filtrat des Reineckates wurde bei schwefelsaurer Reaktion mit weiteren 
Mengen Reineckatlésung versetzt und so eine 

6. Saure Reineckatfallung erzeugt. Diese enthielt eine gréBere Menge 
Lysin und auBerdem Homarin. Nach Beseitigung der Reineckesaure mit Silber- 
sulfat, des iiberschiiss. Silbers mit Schwefelwasserstoff und der Schwefelsaure mit 
Baryt lie8 sich in der zum diinnen Sirup eingeengten Lésung mit alkohol. Pikrin- 
siurelésung eine Fallung von 8 g Lysinpikrat erzeugen, das zweimal aus Wasser 
unkristallisiert zur Analyse kam. 


4,100 mg Sbst.: 5,760 mg CO,, 1,680 mg H,O. 
CgH,,0,.N.°CgH,0,N, Ber. C 38,37 H 4,56 Gef. C 38,34 H 4,59 
Die erste Mutterlauge des Lysinpikrates wurde bei salzsaurer Reaktion mit 


Ather von der Pikrinsaure befreit, worauf in der stark eingeengten Lésung durch 
Zugabe von 30-proz. Goldchloridchlorwasserstoffsaure eine Fallung von 0,23 g 


* Biologische Anstalt Helgoland. 


6* 
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unmkristallisiert, wobei es anfangs in einer fiir dieses Salz charakteristischen Wcise 
6lig ausfiel, um bald kristallinisch zu werden. 

7,595 mg Sbst.: 4,935 mg CO,, 1,170 mg H,O, 3,115 mg Au. 

C,H,0O,N - HAuCl, Ber. C 17,62 H 1,69 Au 41,33 
Gef. C 17,73 H 1,72 Au 41,02 

Ein Teil diese Goldsalzes wurde mit Silberpulver in eine Lésung des Chlorids 
verwandelt und ergab bei papierchromatographischer Untersuchung im Fluore. 
scenzlicht genau wie synthet. Homarinchlorid daneben Fr 0,16 (Butanol, Eisessig, 
Wasser 4: 1: 1 aufsteigend, Schleicher & Schiill 2043b). 

SchlieBlich lieB sich noch 0,29 g Homarin-flavianat gewinnen, das nach 
zweimaligem Umkristallisieren zur Analyse kam. 

5,118 mg Sbst.: 8,380 mg CO,, 1,410 mg H,0. 

2,760 mg Sbst.: 0,243 com N, (26° 724 mm). 

C,H,0O,.N : C,.H,0,N,S Ber. C 45,23 H 2,90 N 9,31 
Gef. C 44,68 H 3,08 N 9,57 

7. Das Reineckatfiltrat enthielt eine groBe Menge Lysin, so daB 38,7 ¢ 
Lysinpikrat gewonnen werden konnten (Ber. C 38,37, H 4,56, Gef. C 38,34, 
H 4,59). Im Gliihréhrchen zeigte sich auch bei dieser Portion, wie fiir Lysinpikrat 
charakteristisch, leichte Verpuffung und AusstoBung rétlicher Dampfe. 

Das Filtrat des Lysinpikrates enthielt noch eine kleine Menge Histidin, die 
als Pikrolonat (0,3 g) isoliert wurde. 

3,792 mg Sbst.: 6,350 mg CO,, 1,350 mg H,0O. 

C,H,0.N;:C,,H,0;N, Ber. C 45,78 H 4,08 Gef. C 45.70 H 3,98 

Das Pikrolonat sowie die daraus gewonnene freie Base gaben intensiv die 
Paulysche Diazo-Reaktion. 

8. Das PWS-Filtrat (18,48 g N) wurde mit Baryt von der PWS befreit und 
mit viel Schwefelséure lackmussauer gemacht. Es war jetzt auf 241 angeschwollen, 
Beim Einengen im GroBabdampfapparat auf 2600 ccm schieden sich weiBe, weiche 
Kristallmassen ab, die nach dem Abkiihlen sich noch vermehrten und nach dem 
Absaugen und Waschen mit Wasser einen feinen Filz von 4,9 g Tyrosin dar. 
stellten, das sich ohne Umkristallisation als rein erwies. Millon-Probe positiv. 

5,083 mg Sbst.: 11,140 mg CO,., 2,820 mg H,0. 

CyH,,0,N Ber. C 59,64 H6,12 Gef. C 59,80 H6,21 
Das Filtrat des Tyrosins ergab nach weiterem Einengen noch 46,8 g Leucin, 
das nach zweimaligem Umkristallisieren zur Analyse kam. 
2,998 mg Sbst.: 0,299 com N, (29°, 744 mm). 
C,H,,0,.N Ber. N 10,68 Gef. N 10,65 
Im Gliihréhrchen wolliges Sublimat und Geruch nach Isoamylamin. 


Das Filtrat des Leucins wurde zuerst mit viel Silbersulfat vom Chlor befreit 
und bei schwefelsaurer Reaktion eingeengt. Mit Alkohol gelang die Abtrennung 
groBer Mengen Natriumsulfats. Dann wurden durch fraktionierte Fallung mit 
Methanol und Athanol nacheinander 15 Fraktionen geschaffen, wobei das Filtrat 
einer Alkoholfallung jedesmal im Vak. nicht nur vom Alkohol, sondern auch von 
einem Teil des Wassers befreit wurde, so da bei erneutem Alkoholzusatz wieder 
eine Fallung entstand. Diese Fraktionen bestanden im wesentlichen aus Mono- 
aminosaéuren und gaben die fiir Taurocyamin charakteristische Farbreaktion 
nach Sakaguchi zum Teil gar nicht, zum Teil nur schwach. Am starksten trat sie 
bei der letzten Fraktion auf, die aber daneben immer noch eine positive Ninhydrin- 
reaktion gab. Nachdem hier mit Alkohol noch etwas Leucin beseitigt war, wurde 
die Lésung vom Alkohol befreit und durch eine Siule des stark sauren Kationen- 
austauschers E. Merck I (Nr. 4765) geschickt, bis die Sakaguchi-Probe in der ab- 
laufenden Filiissigkeit nicht mehr positiv war. Nach Einengen derselben auf ganz 
kleines Volumen wurde vorsichtig solange mit wiBr. Quecksilberchloridlésung und 
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Homarin-chloraurat erschien. Es wurde zweimal aus wenig starker Salzsiiure 
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Barytwasser versetzt, bis der entstehende Niederschlag nicht mehr weiB, sondern 
gelb erschien. Als sich die Fallung abgesetzt hatte, wurde sie abfiltriert, mit wenig 
Wasser gewaschen und bei schwefelsaurer Reaktion mit Schwefelwasserstoff vom 
Quecksilber befreit. Nach Beseitigung des Schwefelwasserstoffes im Vak. und ge- 
nauer Ausfallung der Schwefelsiure mit Baryt lieferte die eingeengte Lésung leicht 
; gelblich gefarbte Kristalle, die mit Alkoho] aufgenommen und gewaschen, 27,3 mg 
lorids | wogen. Sie wurden nochmals durch den gleichen Ionenaustauscher gereinigt. 
luore- Die papierchromatographische Untersuchung ergab stets dieselben Rr-Werte 
essig, wie Taurocyamin daneben: Butanol, Eisessig, Wasser 4: 1:1 Rr: 0,12, Metha- 
nol, Ammoniak, Wasser 93: 2: 5 Rr 0,20, Butanol, Dioxan, Wasser 4:1:5 Rr 0,17; 
nach § (aufsteigend, Schleicher & Schiill 2043b). 
3,699 mg Sbst.: 3,105 mg CO,, 1,880 mg H,0. 

C;H,O;,N,S Ber. C 21,55 H 5,38 Gef. C 22,90 H 5,68 


Die Substanz zeigte starke Sakaguchi-Reaktion und lieferte, mit Soda-Sal- 
peter geschmolzen, Schwefelsiure. Eine weitere Reinigung des sparlichen Restes, 
38.7 um noch zu einem besseren C-Wert zu kommen, gelang nicht. 
5S 3e An Monoaminoséuren konnten im PWS-Filtrat papierchromatographisch 

ik : Butanol, Eisessig, Wasser 4: 1:1 (aufsteigend, Schleicher & Schiill 2043b) noch 
— nachgewiesen werden: Serin Rr 0,11, «-Alanin Rr 0,19, Valin Rr 0,43, Threo- 
nn Ry 0,16, Isoleucin Rr 0,56, Prolin Rr 0,17. 

Die aus dem Filtrat der PWS-Fallung gewonnene Lisung wurde bei schwefel- 
saurer Reaktion mit Ather extrahiert und gab an diesen Bernsteinsaure ab, die 
nach Behandeln mit Tierkohle rein war. 


is 5,075 mg Sbst.: 7,660 mg CO,, 2,400 mg H,O. 
Vv die C,H,O, Ber. 040,68 H 5,12 Gef. C 41,19 H 5,29 
Sie gab beim Schmelzen stechend riechende Dampfe des Anhydrides und mit 


t und 9 Fisenchlorid Rotgelbfarbung. Schmp. wie synthet. Bernsteinsiure 184°. Misch- 


ollen. ; 
er Schmelzpunkt ohne Depression. 


| dem Die Arbeit wurde in dankenswerter Weise von der Deutschen Forschungs- 
| dar- § semeinschaft unterstiitzt. 
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Zusammenfassung 


In der Meeresschnecke Arenicola marina konnte in Bestiatigung 
des Befundes von J. Roche und seinen Mitarbeitern Taurocyamin 
analytisch und papierchromatographisch festgestellt werden, waihrend 
Taurin und Asterubin fehlten. Daneben fand sich Homarin und Cho- 
lin, aber nicht Glykokollbetain und Trigonellin. Auffallend groB war die 
efreit § Menge des Lysins (62,7% des Gesamtbasenstickstoffes), wihrend 
inung § Histidin nur in sehr geringer Menge und Arginin iiberhaupt nicht ge- 
g mit # funden wurde. AuBer gréBeren Mengen von Tyrosin und vor allem 


‘iltrat : a xs aoe 
, von § Leucin wurden noch einige andere Monoaminosduren beobachtet. 


ucin, 





vieder Das Taurocyamin kann als Zwischenprodukt zwischen Taurin und 
on Asterubin aufgefaBt werden. 

rat sie Auch Bernsteinsaéure wurde hier isoliert. 

ydrin- 

wurde 

jonen- Summary 

or ab- The presence of taurocyamine and the absence of taurine and 
gam Ff asterubine in the marine snail Arenicola marina has been established 


d j é 
= analytically and paper chromatographically thus confirming the fin- 
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dings of J. Roche and co-workers. In addition homarine and cho. 
line were present but glycocoll betaine and trigonelline were absent. 
The proportion of lysine (62.7 per cent of the total basic nitrogen) was 
remarkably high while histidine was only found in very small amounts 
and arginine was not found at all. Some other monoamino acids were 
observed in addition to larger amounts of tyrosine and especially 
leucine. Taurocyamine can be regarded as an intermediate product 
between taurine and asterubine. Succinic acid was also isolated. 
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Bd. 302 (1955) 


Uber die biogenen Amine der Puppe des Seidenspinners, 
Bombyx mori L. 


Von 
D. Ackermarn 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1955) 


Angesichts der weitgehenden morphologischen Verinderungen, 
welche die Raupe bei der Verpuppung eingeht, war es denkbar, daB 
auch der Bestand an biogenen Aminen in beiden Entwicklungsphasen 
ein verschiedener sei. 

Nachdem ich nun seinerzeit die Seidenraupen! in dieser Richtung 
untersucht hatte, bot sich mir eine giinstige Gelegenheit, die obige 
Frage zu beantworten, da mir von Herrn Privatdozenten Dr. P. Karl- 
son, Tibingen, freundlicherweise eine Fraktion zur Verfiigung gestellt 
wurde, die er bei Aufarbeitung von 160 kg frischer Puppen gelegentlich 
der Darstellung des Verpuppungshormones nebenher gewonnen hatte, 
wofiir ich ihm sehr zu Dank verpflichtet bin. 

Fir die Aufarbeitung wandte ich fast das gleiche Verfahren an, 
wie bei den Seidenraupen und kam zu dem Resultat, daB der Bestand 
an biogenen Aminen, soweit ich sie fassen konnte, wenigstens in quali- 
tativer Beziehung bei den Puppen sich nicht von dem der Raupen 
unterscheidet. 

Neben Arginin, Lysin und Histidin fanden sich zahlreiche 
Monoaminosiuren in groBer Gesamtmenge, ferner Cholin, Glykokoll- 
betain, Putrescin und Spermidin. 

Das Spermidin hatte sich bei den Seidenraupen als Flavianat, 
Pikrat, Hydrochlorid und Chloraurat identifizieren lassen und war dort 
zum ersten Male in der Welt der Avertebraten aufgefunden. Bei den 
Puppen erwies sich der Gehalt an Spermidin indessen als so gering, daB 
der Nachweis nur auf papierchromatographischem Wege mdoglich war. 

Spermidin ist schwer von dem in seinen Salzen ihm ziemlich 
ahnlichen Putrescin zu trennen, und es ware mir dies auch nicht 
gelungen, wenn ich nicht festgestellt hitte, daB beide sich durch 
eine Farbreaktion scharf voneinander trennen lassen. Es handelt sich 
dabei um ein modifiziertes Dragendorffsches Reagens*, das von 


1D. Ackermann, diese Z. 291, 169 [1952]. 

* Nach Jatzkewitz (s. 1. c.8): Lésung A: 850 mg Wismutsubnitrat in 
10ccm Eisessig und 40 com Wasser. — Lésung B: 8g Kaliumjodid in 20 ccm 
Wasser. A+B geben die Stammlésung, die in brauner Flasche unbegrenzt halt- 
bar ist. — Vor dem Spriihen mischt man 1 ccm Stammldésung mit 2 ccm Eisessig 
und 10 ccm Wasser. 
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Munier und Macheboeuf? zur Identifizierung von Alkaloiden mit Er. 
folg verwandt wurde und das auch Jatzkewitz* bei der Bestimmung 
basischer Suchtmittel im Harn gute Dienste leistete. 

Wahrend Putrescin (ebenso wie Cadaverin) mit diesem Reagens 
vollig farblos bleibt, bekommt man damit beim Spermidin und noch 
mehr beim Spermin eine sehr deutliche Rotfairbung, die sich beim 
Besprithen eines Fleckens auf Papier sofort einstellt. Ein Vergleich 
aquimolekularer Lésungen von Spermin und Spermidin ergab deut- 
lich eine gréBere Empfindlichkeit des ersteren. Danach muB man an. 
nehmen, daB die Voraussetzung fiir das Eintreten der Reaktion die 
Gruppe —NH - [CH,]; - NH, ist, die im Putrescin, H,N -[CH,],-NH,, 
fehlt, im Spermidin, H,N -[CH,], - NH - [CH,], - NH,, einmal und im [7 
Spermin, H,N -(CH,], - NH - [CH,], - NH - [CH,], - NH,, zweimal auf. | 
tritt. 


Beschreibung der Versuche 


160 kg Seidenraupenpuppen (Frischgewicht) waren in Methanol gesammelt 
und wurden abgepreBt. Nach Abdampfen des Methanols aus dem Gesamtextrakt 
wurde der verbleibende Riickstand in Wasser gelést und bei pq 1 mit Butanol 
ausgeschiittelt. Der nicht in Butanol lésliche waBrige Anteil wurde dann bei neu- 


SN See Sins, 


Ubersicht des Fallungsganges 
1. PWS-Fallung * 
l 


Schwefelsaure Silbersulfatlésung 


a / 
2. Purinbasen (nicht untersucht) 


3. Flaviansiure-Fallung I 





rc 
Putrescin-flavianat und Spuren 
Spermidin-flavianat 
4. Flaviansaure-Fallung IT 


Arginin-flavianat und Putrescin-flavianat, 


Flaviansaure-Filtrat 


Reineckesaure 





- 
5. Alkal. Reineckatfallg.: Cholin 





- 
6. Saure Reineckatfallg.: Lysin und 
Glykokollbetain 
7. Reineckat-Filtrat: Histidin, Lysin 


8. PWS-Filtrat: Tyrosin und viele andere Monoaminosauren 


2 R. Munier u. M. Macheboeuf, Bull. Soc. Chim. biol. 81, 1144 [1949]; | 
88, 846 [1951]. . 
3H. Jatzkewitz, diese Z. 292, 94 [1953]. a 
* PWS = Phosphorwolframsaure. : 
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t Er. traler Reaktion nochmals mit Butanol extrahiert, worauf die jetzt gewonnene 
‘ _ waBrige Portion zur Eindampfung kam und einen dicken, braunen Sirup von 
nung 244g darstellte, der mir zur Verfiigung gestellt wurde. 
j Da die Biuretreaktion negativ ausfiel und mit Trichloressigsiure keine Fal- 
gens — lung entstand, konnte auf eine Vorreinigung verzichtet werden. 
E Von insgesamt 244 g Sirup kamen 130g zur Verarbeitung. Nach Lésen in 


a h 1750 ccm 5-proz. Schwefelsiure wurde mit 960 com PWS (500g PWS mit 
im f 5-proz. Schwefelsiure auf 1 / aufgefiillt) véllig ausgefallt. 

leich FF 1. Die PWS-Fallung, in bekannter Weise mit Baryt zersetzt, gab eine 

leut- [ Basenlésung mit dem Gesamtstickstoffgehalt von 2,17 g N. Durch Behandlung mit 

. ane - Silbersulfat bei schwefelsaurer Reaktion ergab sich 


di : 2. eine Purinbasenfraktion, die auBerst sparlich war und nicht weiter 
| Ge | untersucht wurde. Nachdem aus dem Filtrat derselben das Silber mit Schwefel- 
NH,, [> wasserstoff beseitigt war, wurde die Lésung auf 90 ccm aufgefiillt und mit Flavian- 
dim |  saure ausgefallt. Es entstand 
auf. 3. die Flaviansaure-Fallung I, die 4g wog, nach dem Umkristallisieren 
zur Analyse kam und sich als Putrescin- flavianat erwies. 

2,746 mg Sbst.: 0,301 com N, (27°, 731 mm). 
Das aus dem Flavianat gewonnene Putrescin-pikrat ergab umkristallisiert 
melt | die erwarteten Werte. 
rakt | 4,296 mg Sbst.: 5,525 mg CO,, 1,360 mg H,0. 
on 3 C,H,2N,(CgH30;Ng)2 Ber. C 35,13 H 3,32 Gef. C 35,10 H 3,54 
: SchlieBlich wurde noch das Putrescin-chloraurat dargestellt, das den 
charakteristischen Gehalt von 2 Molekulen Kristallwasser zeigte. 
7,978 mg Sbst. (bei 130° im Hochvak. getrocknet): 
1,865 mg CO,, 1,380 mg H,O, 4,086 mg Au. 
8,309 mg Sbst. (lufttrocken) bei 130° im Hochvak.: 0,331 mg H,0. 
C,H,.N.-2HAuCl, Ber. C 6,25 H 1,84 Au 51,34 
Gef. C 6,38 H1,94 Au 51,22 
C,H,,N.-2HAuCl, + 2H,O Ber. H,0 4,48 Gef. H,O 3,98 
In der ersten Mutterlauge des Putrescin-pikrates befand sich nur Sper- 
midin, aber in so geringer Menge, daB der Nachweis nach Beseitigung der Pikrin- 
| siure mit Ather und Salzsaure in der so erhaltenen Chloridlésung nur auf papier- 


shane Le 


AE SNS os eee 





chromatographischem Wege gelang. 
Phenol-Wasser, 80:20, in NH,-Atmosphire, Schleicher u. Schiill 2043b, 
aufsteigend, Entwicklung mit modifiziertem Dragendorffschem Reagens®. Es er- 
gab sich wie bei Spermidin daneben: Rr 0,90. — Das gewahlte Lésungsmittel- 
Gemisch ist hier besonders geeignet, weil bei vielen anderen nur auBerst niedrige 
Ry-Werte fiir Spermidin beobachtet werden. 
Die Mutterlauge des Putrescin-flavianates lieferte nach starkem Ein- 
engen im Vak. die 
3 4. Flaviansaure-Fallung II, die noch reichlich Putrescin (4,5g un- 
_ gereinigtes Flavianat) und daneben das schwerlisliche Arginin-flavianat (2,04g) 
enthielt, das nach dem Umkristallisieren rein war und die Sakguchi-Probe zeigte. 
‘ 4,104 mg Sbst.: 5,910 mg CO,, 1,620 mg H,O. — 2,886 mg Sbst.: 0,447 ccm N, 
Ee (26°, 730 mm). 
3 CgH,O.N,-C,p)H,O,N.S Ber. C 39,32 H4,13  N 17,22 
4 Gef. C 39,30 H4,42 N 17,10 
4 Auch das Arginin-pikrat kam zur Darstellung, da bei der Aufteiluug 
| dieser Fraktion urspriinglich mit Putrescin-pikrat gerechnet war. 
49]; | 4,310 mg Sbst.: 5,595 mg CO,, 1,820 mg H,O. — 3,280 mg Sbst.: 0,722 com N, 
- (26°, 732 mm). 
q C,H,,0,N,°C,H,0,N, Ber. C 35,71 H4,25 N 24,32 
2 Gef. C 35,42 H4,72 N 24,20 
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Die Mutterlauge der Flaviansiure-Fallung II wurde mit Baryt usw. in be. & 
kannter Weise von der Flaviansiure befreit, worauf sich bei ammoniakalischer — H 
Reaktion mit Reineckatsalzlésung eine Fallung gewinnen lieB. Diese F 

5. Alkalische Reineckat-Fallung enthielt Cholin, das als Dipikryl. F 
aminverbindung isoliert wurde. Es ergaben sich 6,24 g Cholin-dipikrylaminat, Fre 

4,878 mg Sbst.: 6,660 mg CO,, 1,560 mg H,O. — 2,984 mg Sbst.: 0,545 ccm NE de 
(26°, 734 mm). : * 

C;H,,ON - C,.H,O,.N, Ber. C 37,64 H3,35 N 20,66 
Gef. C 37,26 H3,58 WN 20,14 

Das Filtrat des Cholin-Reineckates wurde bei schwefelsaurer Reaktion 
mit weiteren Mengen Reineckatsalzlésung versetzt und so eine 

6. Saure Reineckat-Fallung erzeugt. Diese enthielt neben Lysin Spuren 
Glykokollbetain. Das Lysin wurde als Pikrat isoliert und es ergaben sich 0,54 | gl 


Lysin-pikrat, das nach zweimaligem Umkristallisieren zur Analyse kam. re 
4,585 mg Sbst.: 6,030 mg CO,, 1,690 mg H,O. — 3,022 mg Sbst.: 0,516 cemN, FS. 
(26°, 734 mm). , 4 


C,H,,0.N. “4 C,H,0,N; Ber. C 38,37 H 4,56 N 18,70 
Gef. C 38,89 H4,13 N 18,83 

Im Gliihréhrchen gab das Salz die fiir Lysin-pikrat charakteristischen roten 
Dampfe. 4 

Die erste Mutterlauge des Lysin-pikrates wurde mit Salzsiure und Ather | 
in eine Lésung des Chlorides verwandelt und diese nach dem Einengen zum Sirup | Of 
mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure gefallt. Auch nach dem Umkristallisieren er. i 
wies sich das Salz bei der Analyse als ein Gemenge. Nach Umwandlung in das 4 
Chlorid wurde papierchromatographisch neben Spuren Lysin Glykokollbetain 
nachgewiesen. a 

n-Butanol, Eisessig, Wasser 4:1:1, aufsteigend, Schleicher u. Schiill 2043b, 
Entwicklung mit modif. Dragendorffschem Reagens*. Rr wie bei Glykokoll- | alg 
betain 0,23. > qu 

Aus dem i 

7. Sauren Reineckat-Filtrat lieBen sich neben Histidin noch wieder of 
Lysin (0,6 g Pikrat) nachweisen. Die spirliche Menge eines Pikrolonates gab zwar | 
intensive Diazoreaktion nach Pauly, aber noch keine befriedigende Analysen. [7 
zahlen fiir Histdin-pikrolonat. Als jedoch das Salz mit Ather und Salzsaure | pw 
in das Chlorid verwandelt war, zeigte die papierchromatographische Untersuchung, |” 
daB es sich hier um Histidin handelte. Butanol, Eisessig, Wasser 4:1:1, Schleicher |- sp 
u. Schiill 2043b, aufsteigend, Rr 0,05 wie bei Histidin. Im dem : Ps 

8. Filtrat der PWS-Fallung fand sich eine groBe Zahl verschiedener | 01 
Monoaminosauren, von denen nur Tyrosin isoliert wurde. a 

4,889 mg Sbst.: 10,705 mg CO,, 2,760 mg H,0. : 

C,H,,0;N Ber. C 59,64 H 6,12 Gef. C 59,75 H 6,31 
Die Millonsche Probe fiel positiv aus. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die zur Ver- 4 
fiigung gestellten Mittel. — Analysen von Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach. 4 





Zusammenfassung 


In den Puppen des Seidenspinners, Bombyx mori L., fanden sich | 
auBer gréBeren Mengen von Lysin und Arginin Spuren Histidin. 
Von den zahlreich vorhandenen Monoaminosiuren wurde nur Tyrosin 
praparativ gewonnen. Ferner wurden Cholin und Putrescin isoliert. 








Spermidin und Glykokollbetain waren nur in Spuren vorhanden, | 
wurden aber papierchromatographisch nachgewiesen. 
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Damit bestatigen sich friihere Befunde von japanischer Seite. 
Hinzugekommen sind noch Lysin und vor allem Spermidin. 

Damit fanden sich simtliche Kérper wieder, die auch in der Seiden- 
raupe nachgewiesen waren. Genauere quantitative Vergleiche zwischen 
den Verhaltnissen bei den Raupen und Puppen waren nicht méglich, 
weil bei der Kompliziertheit des Verfahrens die isolierten Mengen zu 
wenig dem jeweils wahren Gehalt entsprechen. Nur soviel laBt sich 
sicher sagen, daB die Menge an Spermidin bei der Verpuppung sehr 
zurickgeht. 

Ein modifiziertes Dragendorffsches Reagens? ermdglicht eine 
gute Unterscheidung zwischen Putrescin (und Cadaverin) auf der 
einen Seite und Spermin und Spermidin auf der anderen, da nur 
die beiden letzten damit eine Rotfirbung geben. 


Summary 


Traces of histidine together with larger quantities of lysine and 
arginine were found in the pupae of the silkworm, Bombyx mori L. 
Of the numerous monoamino acids present only tyrosine was obtained 
on the preparative scale. Choline and putrescine were also isolated. 
Spermidine and glycocoll betaine were only present in traces but 


were detected by paper chromatography. 


All the substances which had been detected in the caterpillars were 


' also found in the pupae. It was not possible to carry out an accurate 
| quantitative comparison between the caterpillars and pupae as the 
' amounts isolated diverge too much from the true content as a result 


of the complicated nature of the process. It can only be stated with 


f certainty that the proportion of spermidine decreases markedly on 
" pupation. 


Putrescine and cadaverine can be readily distinguished from 
spermine and spermidine by means of a modification of Dragen- 


dorff’s reagent with which only the latter give a red coloration. 


Previous findings by Japanese workers are thus confirmed‘ 


: while in addition lysine and especially spermidine have been detected. 


4K. Yoshida u. T. Murota, Nippon Nogeikagakukai-shi 3, 1206 [1927]. 
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Die GréBe des ,,Farbquotienten der Acetalphosphatide“ 
im normalen menschlichen Blutserum 
Von 
0. W. Thiele, R. Feulgen und G. Andresen 


Aus der Medizinischen und Nervenklinik und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1955) 


Feulgen und Mitarbeiter’ haben eine Methode zur Bestimmung q 
von Plasmalogen im Blutserum angegeben, die auf der Schiffschen | 


Reaktion beruht. Dabei wird nach der Extraktion und sauren Spaltung 
des Plasmalogens die Lésung mit fuchsinschwefliger Siure versetzt und 
der gebildete Farbstoff mit Amylalkohol ausgeschiittelt. In dieser echten 
Lésung wird photometriert, wihrend die Farbstoffsynthese zuvor in 
kolloider waBriger Lésung stattfindet. Demgegeniiber verstehen Feul- 
gen und Mitarbeiter? unter dem ,,Plasmalogentest‘‘ eine Methode, die 
auf das alte Prinzip* des direkten Farbansatzes (ohne Extraktion und 
ohne Ausschiitteln des Farbstoffs mit organischen Liésungsmitteln) zu- 


riickgeht. Dabei wird Plasmalogen mit Quecksilber(II)-chlorid kata. [ 
lytisch gespalten; durch vorherigen Zusatz von Harnstoff wird infolge [ 


seines peptisierenden Effektes ein Eiweifiniederschlag verhindert. 


Der Plasmalogentest gibt nicht den wahren Plasmalogengehalt des | 


Serums an; dazu dient vielmehr die ,,Bestimmung“!. Das Verhailtnis 
Plasmalogentest 


Plasmalogenbestimmung 





wurde ,,Farbquotient der Acetalphosphatide“? 


genannt. Dieser Quotient ist deshalb von besonderem Interesse, weil das ; 
Blutserum verschiedener Siugetierarten sehr verschiedene Werte auf- | 


weist und auch innerhalb einzelner Arten individuelle Schwankungen 
auftreten. Zweck der vorliegenden Untersuchungen ist, den Farbquo- 


tient und seine Streuung im Serum von gesunden Menschen festzu- [ 
stellen. Der Farbquotient ergibt sich, wenn nach der Vorschrift von | 
Feulgen und Mitarbeiter? gearbeitet wird, aus den k-Werten des | 
Plasmalogentestes (ky) und der Plasmalogenbestimmung (kg) als Q = | 


0,466 a ky/kg. 
Im Serum von 20 gesunden Mannern und 20 gesunden Frauen wurden 


die in Tab. 1 und 2 aufgefiihrten Werte gefunden. Die Mittelwerte und | 


ihre Streuungen zeigt Tab. 3. 


1 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 293, 
79 [1953]. 


2 R. Feulgen, W. Boguth, G. Seydl u. G. Andresen, diese Z. 295, 271 | 


[1953]. 
3 R. Feulgen u. K. Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927]. 
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Tab. 1. Serum gesunder Manner. 

ky = Extinktionskoeffizient beim ,,Plasmalogentest‘‘ bei 1 cm Schichtdicke, 
Filter 8 53, 

kg = Extinktionskoeffizient bei ,,Plasmalogenbestimmung“ bei 1 cm Schichtdicke, 
filter S 53, 






































« [— Q = Farbquotient = 0,466 - kr/ks. 
Alter Acetalphosphatide* 
(Jahre) kr ks @ (mg%) 
37 0,150 0,096 0,723 3,264 
23 0,166 0,101 0,765 3,434 
30 0,371 0,199 1,454 4,046 
25 0,220 0,147 0,700 6,998 
46 0,187 0,124 0,703 4,216 
35 0,130 0,086 0,705 2,927 
; 32 0,187 0,116 0,751 3,944 
ung f 34 0,165 0,106 0,726 3,604 
hen b 30 0,192 0,137 0,653 4,658 
unc 42 0,200 0,115 0,811 3,910 
; j 28 0,249 | 0,122 | 0,951 4,148 
un 28 0,192 0,096 0,932 3,264 
ten 20 0,125 0,107 0,545 3,638 
>in B 48 0,095 0,097 0,457 3,298 
ul. 44 0,145 0,123 0,550 4,182 
die 1 35 0,143 0,116 0,575 3,944 
eF 27 0,133 0,086 0,721 2,924 
und F 33 0,106 0,068 0,727 2,312 
zu- P 27 0,190 0,097 0,913 3,298 
nti, 47 0,148 0,123 0,561 4,182 
olge * Als Colamin-Acetalphosphatid vom mittl. Mol.-Gew. 451 aus ky errechnet. 
Tab. 2. Serum gesunder Frauen. 
des 
. oo Alter Acetalphosphatide* 
tnis : (Jahre) ky kp Q (mg?) 
et Fi 49 0,254 | 0,182 | 0,653 6,188 
das 34 0,251 0,149 0,785 5,065 
uf 54 0,154 0,099 0,727 3,368 
aul: & 21 0,155 0,106 0,684 3,604 
gen 26 0,232 0,148 0,730 5,032 
yuo- 22 0,154 0,106 0,676 3,604 
ton i 34 0,252 0,147 0,799 4,998 
23 0,171 0,106 0,747 3,604 
vas 26 0,158 0,113 0,652 3,843 
des | 29 0,191 0,115 0,778 3,910 
on 58 0,222 0,129 0,802 4,386 
31 0,317 0,108 1,366 3,672 
wile 30 0,316 0,140 1,052 4,760 
e 25 0,191 0,140 0,636 4,760 
und 36 0,184 0,120 0,715 4,080 
: 22 0,189 0,137 0,643 4,657 
31 0,241 0,099 1,140 3,368 
298, | 28 0,209 0,130 0,749 4,423 
; 29 0,142 0,119 0,557 4,046 
271 B 25 0,160 0,120 0,519 4,080 
* Als Colamin-Acetalphosphatid vom mittl. Mol.-Gew. 451 aus kp errechnet. 
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Tab. 3. Mittelwerte und Streuungen. 





i: 
k : i 
© i 





0,175 + 0,0134 | + 0,0770| 0,113 + 0,0062 | + 0,0054 
0,207 + 0,0117 | +. 0,0564| 0,126 + 0,0048 | + 0,0378 














Q 


| oQ Acetalphosphatide 


Q (mg%, | rel. mitt]. Streuung 








0,710 + 0,0477 | + 0,0663 3,91 + 0,213 + 5,45% 
0,766 + 0,0449 | + 0,0586 4,27 + 0,161 + 3,78% 


Hierin wurde die mittlere Streuung o berechnet nacho = jz". A , wobei/ F 
n— : 


die Einzelabweichung vom arithmetischen Mittel und n die Zahl der Versuchs. 


personen bedeuten. Die relative mittlere Streuung ergab sich aus dem Quotient von f 


o und dem betreffenden arithmetischen Mittel; der 100fache Wert hiervon ist die F 
Streuung in %. 

Da sich Q aus ky und kg zusammensetzt, kann sich im ungiinstig. i 
sten Fall ein ky mit gréBter positiver Streuung mit einem kg mit groBter F 
negativer Streuung kombinieren (oder umgekehrt). Dadurch wird die F 
Maximalstreuung von Q wesentlich gréBer als seine mittlere Streuung. f 
Die relative Maximalstreuung von Q ergibt sich aus der Summe der} 
relativen mittleren Streuungen von ky und kg: ; 


0,1315 = + 13,15% (Manner), 
0,0942 = + 9,42% (Frauen). 


Die absolute pole ™ a fiir Q ist gleich dem totalen Differential F 


aq =| 52 -dkr | + |- an -dkep |, 


wenn die mittleren Streuungen oky said a als Differentiale dky und : 
dk, geschrieben werden. : 


dQ = + 0,0945 (Manner), + 0,0723 (Frauen) 
dQ 


Die daraus errechnete relative Maximalstreuung — muB identisch sein ; 
| okt | okp | 

| kr | kp | } 

Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Werten der Manner f 

und denen der Frauen wurde nach der ¢-Verteilung errechnet. 4 

Signifikanz zwischen kp; und kyo : kgo — kpg = 0,0225, 
tpi = 6,35 > t = 3,2 (fiir n = 39); also signifikant. 


mit was auch der Fall ist. 
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Signifikanz zwischen Q, und Qo unter Benutzung der Maximal- 
streuung: 
Qo = Qo = 0,046, 
tpirr = 0,703 < t = 3,2 (fiir m = 39); also nicht signifikant. 


' Den Geschlechtsunterschied im Plasmalogengehalt des Serums, den be- 
| reits Schafer und Taubert* sowie Leupold und Biittner® gefunden 
' haben, kénnen wir damit bestitigen; dagegen fanden als einzige Unter- 
' sucher Voit und Seckfort® keinen Geschlechtsunterschied. Der Ge- 
schlechtsunterschied im Farbquotient ist statistisch nicht gesichert. 
; Bei einer gesunden mannlichen Versuchsperson wurde ein stark von der Norm 
abweichender Plasmalogengehalt bestimmt, namlich 16,55 mg®% Acetalphosphatid 
+ (Q = 0,235); das ist unseres Wissens der bisher héchste gemessene Wert; auch nach 
' Monaten fanden sich noch 7,11 mg% (Q = 0,649). Die Ursache hierfiir ist unbe- 
' kannt. Diese Versuchsperson wurde von der Errechnung der Mittelwerte aus- 
_ geschlossen. 


Zusammenfassung 


Bei 40 gesunden Menschen (20 Mannern, 20 Frauen) wurde im Blut- 
| serum der ,,Plasmalogentest‘‘ und die Plasmalogenbestimmung durch- 
' gefiihrt und der ,,Farbquotient der Acetalphosphatide‘‘ errechnet. Als 


ig: F Mittelwerte ergaben sich 3,91 + 0,213 mg% Plasmalogen (ber. als Cola- 


' min-Acetalphosphatid vom mittl. Mol.-Gew. 451) bei Mannern und 
| 427+ 0,161 mg% bei Frauen. Dieser Geschlechtsunterschied ist sta- 


‘f tistisch gesichert. Der ,,Farbquotient“ betrug bei Mannern 0,720 


| +0,0477, bei Frauen 0,766 + 0,0449; der Unterschied ist nicht signi- 
- fikant. 


Summary 


The plasmalogen test and the determination of plasmalogen in the 
blood serum of 40 healthy human beings (20 men and 20 women) were 
, carried out and the colour quotient of the acetal-phosphatides calcu- 
» lated. Mean values of 3.91 + 0.213 mgm% and 4.27 + 0.161 mgm% 
_ plasmalogen (calculated as colamine-acetalphosphatide of mean mol. wt. 
_ 451) were obtained for the men and women, respectively. This difference 
| between the sexes is confirmed statistically. The colour quotient was 
/ 0.720 + 0.0477 for the men and 0.766 + 0.0449 for the women; the dif- 
ference is not significant. 


‘ G. Schafer u. M. Taubert, Arztl. Forsch. 4, 593 [1950]. 
5 F. Leupold u. 8. Biittner, Klin. Wschr. 1954, 119. 
6° K. Voit u. H.Seckfort, Med. Klin. 48, 485 [1953]. 
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Blausadurebildung als Fehlerquelle 
bei der Chloridbestimmung nach van Slyke 
Von 
Ernst Schiitte und Lutz Kiesow 


Aus dem Pegi. Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1955) 


Lindahl? beobachtete bei der von ihm verwendeten Methode zur 
Chloridbestimmung in biologischem Material die Bildung von Blausiure, F 


Das untersuchte Material wurde in diesem Fall mit einem Chron. 
Schwefelsiuregemisch in der Siedehitze behandelt und die die Re. 


aktionsprodukte enthaltenden Gase in eine arsentrioxydhaltige 0,5-n, 
Silbernitratlésung geleitet. Der Silberverbrauch wurde nach Volhard > 


bestimmt. Mutt® konnte zeigen, daf sich hierbei Blausaure bildet. 


Es sollte untersucht werden, ob auch bei der Chloridbestimmung ; 
nach van Slyke* Blausiure gebildet wird, was eine Fehlerquelle dar.f ; 
stellen wirde, und ob dabei eine Bezichung zum Stickstoffgehalt orga. > 


nischer Verbindungen, insbesondere bei Proteinen, besteht. 


Methodik 
I. Chloridbestimmung nach van Slyke 


1. Etwa 200 bzw. etwa 1000 mg Substanz werden mit 10 ml 0,05-n. AgNO, 


(in 65-proz. Salpetersiure) und 10 ml 65-proz. Salpetersiure versetzt und 60 Min. 


riickflieBend auf siedendem Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird filtriert. 


Dem Filtrat werden 0,5 ml einer kaltgesittigten Eisenammoniumsulfatlésg. als 


Indikator zugesetzt. Die Riicktitration des Silbernitratiiberschusses erfolgt mit ¥ 
0,05-n. KCNS. Im Filterriickstand wird der qualitative Nachweis des Cyanid > 


durchgefihrt. 


2. Bei der von Sunderman und Williams® modifizierten van Slyke 
Methode wird die Substanz zuerst 60 Min. mit 10 mi 1-n. KOH auf dem siedenden F 
Wasserbad am RiickfluBkihler gekocht und danach die Bestimmung wie unter |. > 


beschrieben durchgefiihrt. 


II. Qualitativer Nachweis der Blausdure 

Im Filterriickstand liegt das Cyanid als Silbercyanid vor. Der Riickstand wir! 
mit Aceton und dest. Wasser mehrmals gewaschen und danach in wenig verd. 
Ammoniak aufgenommen. Das Silber wird durch Zusatz eines geringen Uber 
schusses Ammoniumpolysulfids gefiallt und gleichzeitig das Cyanid in der Siede: 


1 OQ. Lindahl, Acta chem. scand. 4, 712 [1950]. 

2 O. Lindahl, Acta orthoped. scand. 18, 346 [1949]. 

3 V. Mutt, Acta orthoped. scand. 19, 2 [1949]. 

‘ D. van Slyke, J. biol. Chemistry 58, 523 [1923/24]. 

5 F. W. Sunderman u. P. Williams, J. biol. Chemistry 92, 99 [1931]. 
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hitze in Rhodanid iibergefiihrt. Nach der Fallung der iiberschiiss. Sulfidionen als 
Cadmiumsulfid wird filtriert. Das Rhodanid wird im Filtrat als Eisenrhodanid 
nachgewiesen. 


| Il. Quantitative Cyanidbestimmung 


1. Etwa 100 mg Substanz werden mit 25 ml konz. (65-proz.) Salpetersiure in 
einem Dreihalskochkolben 60 Min. riickflieBend auf siedendem Wasserbad erhitzt. 
Das System wird von Luft durchstrémt, die von Blausiure befreit ist. Die Ab- 
sorption der gebildeten Blausaure erfolgt in 60 ml 15-proz. Ammoniaklésung; diese 


_ wird mit dem gleichen Volumen dest. Wassers verdiinnt und mit 1 mi kaltge- 
' sittigter Kaliumjodidlésung versetzt. Die Titration erfolgt mit 0,05-n. Ag NO,°. 


2. Bei einem Teil der Versuche werden die Einwaagen der Substanzen vor der 


' Durchfiihrung der unter 1. beschriebenen Bestimmung mit 10 ml 1-n. KOH fir: 


a) 1 Stde., b) 5 Stdn. und c) 10 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad unter Riick- 


- fluB behandelt. 


3. Bei einem weiteren Teil wird dem Versuchsansatz Harnstoff zugesetzt, und 


' gwar in den Verhiltnissen: 


a) 1 Tl. Harnstoff : 1 Tl. Sbst. und 
b) 10 Tle. Harnstoff : 1 Tl. Sbst. 


4. Die Fehlergrenze dieser Methode, gegeben durch den mittleren Fehler des 


_ arithmet. Mittelwertes der Einzelmessungen, betrigt, bezogen auf die Dimensionen 


der Tab. 1: MS + 0,01 mg %, der Tab. 2: MS + 0,001% CN. 


Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs der Proteine erfolgt nach Kjeldahl 
in der iiblichen Weise. 


Ergebnisse 
Die Aminosiuren Alanin, DL-Phenylalanin, L(—)-Tyrosin, L(-+-)- 


Arginin, L(—)-Histidin, L(—)-Oxyprolin und DL-Tryptophan sowie 
| Phenol wurden nach I/1 behandelt und der qualitative Nachweis der 


Blausdure nach II durchgefiihrt. Nur bei L-Tyrosin, DL-Tryptophan 
und Phenol wurde Blausiurebildung nachgewiesen. 


Tab. 1. Bestimmung der gebildeten Blausiure bei Aminosiuren und Phenol. 





Versuchsanordnung | nach IIJ/1 | nach III/2a | nach III/2 b | nach III/3a | nach III/3b 

















Substang ——_ | GNS, {made} | CNS (mgep) | ONE tmeM%] | CNS Imad} | CNO (mg%6) 
L(—)-Tyrosin as) Gs) G "7 G8) (05) 
DL-Tryptophan. . a <> ia) 

(Th) re is bee an as) a 8) 
pL-Tyrosin a8) 

















®° H.H. Willard u. N.H. Furman, Quantitative Analyse, Springer, Wien 
1950, S. 155. 
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Eine quantitative Auswertung der Versuche nach I/1 war durch 
die intensive Fairbung der Filtrate nicht méglich. Es wurde deshalb bej 
den Substanzen, die Blausiurebildung zeigten, dieser Vorgang nach 
III/1 bzw. III/2 verfolgt (Tab. 1). 

Die Untersuchung von Proteinen auf ihr Verhalten bei der Be. 
handlung mit konz. Salpetersiure wurde ebenfalls nach III/1 bzw. [11/2 
durchgefihrt und zeigte folgende Ergebnisse: 


Tab. 2. Bestimmung der gebildeten Blausiure bei Proteinen. 











Versuchsanordnung| nach IV nach III/1 | nach III/2b | nach ITI/2¢ 
; CN® [mg%] | CN® [mg%] | CN® [mg%] 
Protein %N (10-8 mVal®%)| (-10-8 mVal%)| (-10-® mVal%) 
Gelatine. . ... 14,0 0,005 (0,17) | 0,004 (0,17) 
Edestin ..... 18,4 0,033 (1,3) | 0,046 (1,8) 
Seidenfibroin. . . 17,6 0,076 (2,9) 0,053 (2,0) 
er ST 14,0 0,041 (1,6) | 0,048 (1,8) 














Die Angaben CN © [mg%] und (mVal%) in den Tab. 1 und 2 beziehen sich 
auf jeweils 100 mg der untersuchten Substanz. 


Diskussion 


A. 1, Von den untersuchten Aminosiuren waren Tyrosin und Trypto. | 


phan Blausaurebildner. Ebenso verhielt sich Phenol. Fiir das letztere 
und einige seiner einfachen Substitutionsprodukte sowie fir substitu. 


ierte Aniline wurde diese Eigenschaft von verschiedenen Autoren be. f 
schrieben”**, und zwar kam es nur dann zur Blauséurebildung, wemf 


die Ortho- bzw. Parastellung zur Oxy- bzw. Aminogruppe frei waren. 
Die Autoren nehmen eine Ringsprengung an, iiber deren Mechanismus 
keine exakten Angaben vorliegen. 

2. Die in Tab. 1 aufgefiihrten Werte der Cyanidausbeuten von 
L-Tyrosin und DL-Tryptophan waren die Basis fiir die Berechnung der 


auf Grund des Tyrosin- und Tryptophangehaltes der untersuchten Pro-f 


teine zu erwartenden Blausiaurebildung. 
Da der gefundene Gesamtstickstoffgehalt der verwendeten Proteine 


eine relativ gute Ubereinstimmung mit dem in der Literatur mitge-f 


teilten aufzeigte, wurde auf eine Bestimmung des Tyrosin- und Trypto- 
phangehaltes des jeweiligen Proteins verzichtet und die Angaben der 
Literatur!® auf die in Tab. 3 angegebenen Stickstoffwerte umgerechnet. 
Danach ergab sich fiir: 


7 O. Routala u. B. Sevon, Cellulosechem. 7, 113 [1926]. 

8 A. Seyewetz u. L. Poizat, Bull. Soc. chim. France 5, 490 [1909]. 

® C. Fosse-Hieulle, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 86, 175 [1922]. 
10 G. R. Tristram, Advances Protein Chem. 5 [1949]. 
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(Versuchsanordnung gemaB ITT/1) 


Seidenfibroin Gef.: 0,076% ONS 
12,5% Tyrosin, 0 % Tryptophan Ber.: 0,059% CN° 
Casein Gef.: 0,041% CN® 
5,7% Tyrosin, 1,2 % Tryptophan  Ber.: 0,032% CN 
Gelatine Gef.: 0,005% CN© 
0,78% Tyrosin, 0 % Tryptophan Ber.: 0,004°% CN® 
Edestin Gef.: 0,033%, ONS 


4,34% Tyrosin, 1,48% Tryptophan  Ber.: 0,027% cN° 


3. Da Chloridbestimmungen in eiweiBhaltigem Material im allge- 
meinen mit der von Sunderman und Williams modifizierten van 
Slyke-Methode durchgefiihrt werden, studierten wir den EinfluB der 
alkalischen Behandlung nach III/2 auf die Blausiureausbeuten und 
fanden, daB sie (siehe Tab. 1): 

a) beim L-Tyrosin auf einen von der Dauer der Alkalieinwirkung 
unabhangigen, konstanten Wert absank, 

b) beim DL-Tryptophan nach 1 Stde. Alkalieinwirkung auf das 
1,3-fache, nach 5 Stdn. auf das 2,6-fache des Wertes bei direkter Ver- 
aschung mit Salpetersaure anstieg, 

c) beim Phenol von dem Alkali unbeeinfluBt blieb. 

Im gleichen Sinne wie die alkalische Behandlung des L-Tyrosins und 
Phenols wirkte der Zusatz von Harnstoff zum Reaktionsgemisch (siehe 
Tab. 1). 

4, Wurden die untersuchten Proteine 5 Stdn. (gema8 ITI/2b) mit 
l-n. KOH vorbehandelt, so anderte sich die Blausiureausbeute (Tab. 2): 

a) bei Tyrosin und Tryptophan enthaltenden Proteinen im Sinne 
eines Anstiegs, 

b) bei ausschlieBlich Tyrosin enthaltenden Proteinen im Sinne 
eines Absinkens, was bei dem Seidenfibroin erst nach 10-stdg. Alkali- 
einwirkung deutlich meBbar war. 

Diese Aussage kann exakt nur auf das Seidenfibroin bezogen werden, 
da beim Edestin und Casein der tryptophanbedingte Anstieg der Blau- 
siurebildung die Verhaltnisse uniibersichtlich gestaltet. Bei der Gelatine 
dagegen ist die nach 10-stdg. Alkalieinwirkung zu erwartende Abnahme 
der Blausiureausbeute infolge des geringen Tyrosingehaltes und der 
Fehlergrenze unserer Methode nicht hinreichend gesichert. 

Da die Blausiure-Ausbeute durch vorherige Alkalibehandlung der 
nur Tyrosin enthaltenden Proteine nicht bzw. kaum absinkt, ist es wahr- 
scheinlich, da8 aus dem im Protein vorliegenden Tyrosin mehr Cyan- 
wasserstoff entsteht als aus dem freien Tyrosin und da8 es nicht statt- 
haft ist, der Berechnung der aus Protein zu erwartenden Cyanwasserstoff- 
menge diejenige Menge zugrunde zu legen, die aus dem freien Tyrosin 


_ gebildet wird. 


Deshalb wurde geméB dem p-Oxyphenyl-Gehalt des Tyrosins 


_ die Blausiureausbeute mit Hilfe des fiir Phenol gefundenen Wertes 


7* 
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(s. Tab. 1) berechnet. Danach miiBte das L-Tyrosin, wenn es sich dem 
Phenol entsprechend verhielt, 0,62 °4 CN©° bilden. Mit dieser Cyanid. 
menge wurde die gleiche Berechnung wie in A/2 unter Beriicksichtigung 

des Alkalieinflusses auf das Tryptophan durchgefihrt: 

Gelatine Gef.: 0,005% CN© 

Ber.: 0,005% CN© 

nach 5 Stdn. alkal. Behandlg. Gef.: 0,004% CN© 

(nach III/2b) Ber.: 0,005% CN° 

Edestin Gef.: 0,033% CN© 

Ber.: 0,033% CN© 


nach 5 Stdn. alkal. Behandlg. Gef.: 0,046% CN ° 
Ber.: 0,045% CN© 


Seidenfibroin Gef.: 0,076% CN© 
Ber.: 0,077% CN® 
Casein Gef.: 0,041% CN© 
Ber.: 0,040% CN® 


nach 5 Stdn. alkal. Behandlg. Gef.: 0,048% CN© 
Ber.: 0,047% CN© 


Unsere Versuchsergebnisse zeigen : 

, 1. Freies L-Tyrosin gibt unter unseren Versuchsbedingungen eine 
Blausaureausbeute, die niedriger ist als die auf Grund des p-Oxyphenyl- 
Gehaltes zu erwartende. 

2. Das im Protein (Seidenfibroin) vorliegende Tyrosin bildet eine 
dem p-Oxyphenyl-Gehalt entsprechende Blausiuremenge. 

3. Vorginge, die teilweise racemisieren kénnten, wie alkalische Be- 
handlung und Harnstoffzusatz, setzen die Blausiureausbeute beim 
freien L-Tyrosin sehr schnell, bei dem im Protein gebundenen Tyrosin 
auBerordentlich langsam herab. Das gilt nur fiir die optisch aktive Ver- 
bindung Tyrosin, nicht aber fiir Phenol. 

Eine Hypothese, die diese Ergebnisse erkliren kénnte, ware die, 
daB D- und L-Form des Tyrosins unterschiedliche Blausiuremengen 
bilden. Das wire méglich, wenn es z. B. im Reaktionsablauf zur Bildung 
diastereomerer Verbindungen kime. Zwischenprodukte konnten bisher 
nicht isoliert werden. Die Annahme wird auch durch die Befunde am 
DL-Tyrosin nahegelegt. Eine experimentelle Uberpriifung der Lage von 
Racemisierungsgleichgewichten unter Versuchsbedingungen war infolge 
des geringen spezif. Drehwinkels noch nicht méglich und reines D-Tyrosin 
zunachst nicht zugianglich. 

B. Der Chloridgehalt von Casein wurde nach van Slyke bestimmt 
(1/2). Er betrug: 

0,102% Cl 
Bei entsprechender Behandlung (nach III/2b) fanden wir bei diesem 
Casein eine Cyanidbildung (Tab. 2) von: 
0,048 mg CN© = 1,8-10- mVal CN© pro 100 mg Casein. 
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Dem entsprechen: 
1,8 - 10-* mVal C1° = 0,064 mg C1°. 
Danach berechnet man einen effektiven Chloridgehalt des Caseins von: 
(0,102 — 0,064) mg C1° = 0,038 mg C1° pro 100 mg Casein, 

also 

0,038% C1°. 
Der in diesem Fall durch die Blausiurebildung verursachte Fehler be- 
trigt 63%. 

Lindahl} bestimmte den Chloridgehalt von gereinigtem Casein 

nach Zacher! und Krainick und fand: 

0,04% C1°. 


Zusammenfassung 


Bei der Veraschung von Proteinen mit Salpetersiiure unter den 
Versuchsbedingungen der Chloridbestimmung nach van Slyke wird 
Blausdure gebildet. Diese Bildung wurde quantitativ verfolgt. 

Die Cyanidbildung beruht auf dem Tyrosin- und Tryptophangehalt 
der Proteine. Die Reaktion hat keine Beziehungen zum Stickstoffgehalt. 

Am Casein wurde gezeigt, daB bei niedrigen Chloridkonzentrationen 
durch die von dem Protein ausgehende Blausiurebildung bei der Chlorid- 
bestimmung nach van Slyke ein Fehler von 60% méglich ist. 


Summary 


Hydrocyanic acid is formed in the combustion of proteins with 
nitric acid under the experimental conditions of the van Slyke chloride 
estimation. This formation has been followed quantitatively. 

The formation of cyanide is due to the tyrosine and tryptophan 
content of the proteins and has no relation to the nitrogen content. 

It was shown in the case of casein that, with low chloride concen- 
trations, an error of 60% is possible as a result of the hydrocyanic acid 
formation from the protein in the van Slyke chloride estimation. 
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Flammenphotometrische Bestimmung von Ca und Mg 
im Harn 


Von 
Hans-Joachim Dulce 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der'Freien Universitat Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. med. et rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1955) 


Die flammenphotometrische Bestimmung der Elemente aus der 
Gruppe der Erdalkalien unterliegt weitaus stiirker der Beeinflussung 
durch Fremdionen als die der Alkalien. Eine direkte Messung im ver- 
diinnten Urin ist deshalb mit unkontrollierbaren Fehlern bis zu 100% 
behaftet. K®, Na®, NH,®-Ionen steigern, Proteine, SO?° und PO}°- 
Ionen verringern die MeBwerte*. Ausschaltung der Fehlerquellen durch 
gemischte Eichlésungen ist bei Vielzahl der stérenden Fremdionen mit 
groBen Zeitverlusten verbunden. Die Fehler sind aber schnell und sicher 
zu umgehen, wenn man eine Trennung von Ca und Mg mit der Oxalat- 
und Diammoniumphosphatfallung vornimmt und dann definierte Ca- 
und Mg-Verbindungen messen kann. 


Methodik 


Trennung von Ca und Mg: 50,0 mi Harn werden mit Salzsiure 
angesiuert und quantitativ in ein Zentrifugenglas filtriert, mit 1,5g 
frisch geléstem Ammoniumoxalat p. a. versetzt und auf 70° erhitzt. Dann 
fiigt man unter Kontrolle mit Universalindikatorpapier Merck tropfen- 
weise konz. Ammoniaklésung bis pu 6,0 hinzu. Ohne weiter zu er- 
hitzen 148+ man den Niederschlag von Ca-Oxalat 1 Stde. absitzen, zentri- 
fugiert und wascht mit 0,l-proz. Ammoniumoxalatlésung nach. Das 
Sediment wird in 5,0 mi 12,5-proz. Salzsiure gelést, im MeBkolben auf 
50,0 ml aufgefiillt und zur Ca-Bestimmung noch 1:10 verdiinnt. Die beim 
Zentrifugieren iiberstehende Fliissigkeit und das Waschwasser werden 
mit 10,0 ml 10-proz. Diammoniumphosphatlésung versetzt — diese 
Lésung muB bei der Fallung des Magnesiums aus reinen Kontrollana- 
lysen 20% Ammoniumchlorid enthalten —, es wird wenig konz. Ammo- 
niak zugesetzt und dafiir gesorgt, daf ein px von 6,5—7,0 nicht iiber- 
schritten wird. Erst wenn die Hauptmenge des krist. Magnesium- 
ammoniumphosphat-Niederschlages, evtl. durch Riihren, ausgeschieden 
ist, werden zur Herabsetzung des Léslichkeitsproduktes 3,0 ml konz. 


1H. J. Hiibener, diese Z. 289, 188 [1952]; J. Belke u. A. Dierkesmann, 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 205, 629 [1948]; H. W. 
Muth, Arztl. Wschr. 7, 160 [1953]; V. Kapuszinski, N. Moss, B. Zak u. 
A.J. Boyle, Amer. J. clin. Pathol. 22, 687 [1952]; P. T. Gilbert, R.C. Hawes 
u. O. Beckman, Analytic Chem. 22, 772 [1950]. 
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Ammoniaks zugegeben. Nach 12 Stdn. zentrifugiert man ab, saugt ab, 
wischt zweimal mit wenig 1-proz. Ammoniaklésung nach und lést den 
Niederschlag schlieBlich in5,0 ml 12,5-proz. Salzsiure und fillt auf 50,0ml 
im MeBkolben auf. Diese Lésung wird zur Mg-Bestimmung verwendet. 

Eichlésungen: Bei der Herstellung der Ca-Eichlésungen gehen 
wir von einer Einwaage von 24,953 g Calciumcarbonat p. a. aus, die 
wir in der entsprechenden Menge Salzsiure lésen und zu 1000,0 mi auf- 
filllen. Diese 1-proz. Ca-Stammlésung verdiinnen wir zu einer Reihe von 
0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg% Ca. Fiir die Mg-Messung verwenden wir eine 
auf Mg bezogene n/5-salzsaure Magnesiumammoniumphosphat-Lésung 
in den Konzentrationen von 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 mg% Mg. Bei 
der Einwaage fiir eine Mg-Stammlésung gchen wir von MgCl, - NH,Cl 
+6H,0 p.a. aus und fiigen der Lésung die fehlende, nach MgNH,PO, 
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I: CaCl,-Eichkurve bei 628 mp, III: MgNH,P0O,-Eichkurve bei 383 my, 
II: Oxalatabweichung der Kurve I. IV: Kurve IIT mit 25°, Propylalkohol- 
zusatz. 


berechnete Menge eingestellter Phosphorsiure hinzu. Der Mg-Gehalt 
wird zur Kontrolle gravimetrisch bestimmt. Man kann auch von 
MgNH,PO, - 6 H,O, das es aber nicht p. a. im Handel gibt, ausgehen. 

Messung: Gearbeitet wird mit dem fiir flammenphotometrische 
Messungen erweiterten Spektralphotometer M 4 Q der Fa. Car] ZeiB. 
Als Verbrennungsgemisch dient Acetylen-Sauerstoff. Gemessen wird mit 
50facher Verstirkung das Ca bei 628 my, das Mg bei 383 my. Die kon- 
zentrierteste Eichlésung wird jeweils am Galvanometer auf 100-proz. 
Emission eingestellt, der Wasserwert so weit wie méglich gegen 0 kom- 
pensiert. Es ergibt sich fiir Ca die bekannte gerade Eichkurve, wihrend 
Mg eine Abweichung erkennen ]a8t (Abb. 1). Der Leerwert mit Wasser 
ist stets zu kontrollieren, gleichfalls ist immer eine Eichkurve mitzu- 
messen. Im Harn eriibrigen sich gewdhnlich emissionssteigernde Zu- 
sitze, wie Isopropylalkohol, den Muth? bei Mg-Messungen im Serum 


2-H. W. Muth, persénl. Mitteilung. 
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mit dem Flammenphotometer von Dr. B. Lange, das mit Leuchtgas 
arbeitet, empfiehlt. Zusatz von 25° Isopropylalkohol zu den Eich. 
lésungen verbessert in unserem Falle nur bei Konzentrationen unter 
10 mg% Mg die MeBwerte wesentlich, was fiir Mg-Messungen im Serum 
vorteilhaft ist. 

Fehlerquellen: Bei der Fillung des Calciums als Oxalat darf 
nicht linger als 1 Stde. stehengelassen werden, da sonst Mg-Oxalat mit 
ausfallen kann. Alkalisiert man, so kénnen Ca- oder Mg-Phosphate aus. 
fallen, die bei der Messung einen negativen Fehler bedingen. Die mit 
Calciumchloridlésung aufgenommene Eichkurve des Ca wird durch an. 
wesende Oxalationen in ihrer Steigerung etwas veraindert. Man ermittelt 
deshalb am besten die Oxalatabhingigkeit der Ca-Emission an Calcium. 
chloridlésungen, die die aus Ca-Oxalat errechneten Oxalatanteile ent- 
halten. Spiterhin laBt sich dann diese sehr geringe Abweichung inter. 
polieren. 

Wartet man bei der Mg-Fallung nicht solange, bis die Hauptmenge 
des MgNH,PO, ausgefallen ist, so bildet sich beim Hinzufiigen von 
Ammoniak eine gréfere Menge Mg;(PO,),, die zu negativen Fehlern 
bis zu 35% Anlaf gibt. Es mub deshalb gréBte Sorgfalt auf die Fallung 
eines konstant zusammengesetzten Niederschlages verwendet werden, 
da gerade andere PQ,-Ionenverhiltnisse die Emission stark beein- 
flussen. Weiterhin kénnen bei einem gréBeren Oxalationeniiberschub 
lésliche Mg-Oxalat-Komplexsalze entstehen. Die beschriebenen Fehler. 
moglichkeiten miissen insbesondere bei der Verwendung der Methode 
zu Bilanzuntersuchungen und auch bei Fallung aus dem Serum beachtet 
werden. 

Genauigkeit: Der mittlere absolute Fehler der Einzelmessung, 
bezogen auf die 100teilige MeB-Skala, betraigt bei Ca + 0,5, bei Mg + 0,7, 
bei unserer Eichkurve entsprechend -- 0,03 mg% Ca und + 0,3 mg% 
Mg. Will man den hohen relativen Fehler niedriger Mg-Konzentrationen 
(bei 3 mg% Mg betragt er + 10%) verbessern, so mu8 die MeB-Skala 
am Anzeigegerit gegen 0 erweitert und Isopropylalkohol verwendet | 
werden. Kontrolle unseres Trennungs- und Me®verfahrens an Hand 
eingewogener Ca-Mg-Mischungen zwischen 10 und 40 mg% ergaben, 
daB Ca meist um 2,0% zu hoch und Mg um 2,5% zu niedrig gefunden 
werden. 








pene 








Lf oa ee 






NasecSvne Sites 






ee 










AAG SSL 8 Le esa A 





Wess 





attests 











Zusammenfasssung 


Calcium und Magnesium im Harn werden nach ihrer Trennung 
durch Oxalat- und Diammoniumphosphatfillung flammenphotome- 
trisch bestimmt. 






Summary 
Calcium and magnesium in urine are determined by flame photo- 
metry after separation by precipitation with oxalate and diammonium |~ 
phosphate. 
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Bd. 302 (1955) 


Uber die Quecksilber-Aktivierung 
der Glycerinsaure-2.3-diphosphatase 


Von 
S. Rapoport, J. Luebering und R. H. Wagner 


Aus der Children’s Hospital Research Foundation, Department of Pediatrics, College of Medicine, 
University of Cincinnati (Ohio) und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Uni- 
versitét Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1955) 


In einer friiheren Mitteilung! wurde ein Enzym aus Muskelgewebe, 
2.3-PG-ase*, beschrieben, das spezifisch 2.3-PGS in 3-PGS unter Ab- 
spaltung von an. P iiberfiihrt. Die Aktivitat dieses Enzyms, das teil- 
weise gereinigt werden konnte, wird durch 3-PGS kompetitiv gehemmt, 
durch 2-PGS aber gesteigert, wihrend an. P ohne Wirkung ist. Durch 
diese Eigenschaften unterscheidet sich das Enzym von den typischen 
Phosphatasen und ist vermutlich als eine ,,Glyceroacyl‘‘-spezifische 
Hydrolase anzusprechen. Es wird auch durch Hg?® und in geringerem 
MaBe durch Ag® aktiviert, wihrend Cu?® eine starke Hemmung bewirkt. 

In vorliegender Mitteilung wird iiber fortgesetzte Untersuchungen 
der Eigenschaften des Enzyms, insbesondere seiner Aktivierung durch 
Hg?® berichtet. 


Material und Methoden 


Fiir die Versuche wurde teilweise gereinigtes Enzym aus Kaninchenmuskeln 
benutzt. 

Riicken und Beinmuskeln eines Kaninchens wurden zweimal mit je 1,3 Vol. 
Wasser extrahiert und im Eisbad langsam 40-proz. alkoholisch gemacht. Das Fil- 
trat wurde mit Alkohol bis zu einer Konzentration von 60% versetzt; der Nieder- 
schlag wurde in wenig Wasser aufgenommen und iiber Nacht im Kaltraum dia- 
lysiert. Die Lésung wurde wieder 40-proz. alkowiisch gemacht, vom ausgefallenen 
Niederschlag befreit und bei — 20° aufbewahrt. Die Aktivitaét nahm mindestens 
4 Monate lang nicht wesentlich ab. 

Die Enzymansitze enthielten in 1 ml Endvolumen 3 uMol 2.3-PGS, 0,5 ml 
0,05-m. Kollidinpuffer vom py 7 und 0,2 ml Enzymlésung, wenn nicht anders an- 
gegeben. Gewéhnlich wurden die Proben 60 Min. bei 38° inkubiert. Darstellung der 
Substrate und andere methodische Einzelheiten sind an anderer Stelle! beschrieben. 


Ergebnisse 


1. Die Quecksilberwirkungskurve: Abb. 1 zeigt iiber einen 
weiten Bereich den Einflu8 der Hg-Konzentration auf die Enzymakti- 
vitit. Einer wenig ausgeprigten, aber reproduzierbaren Verminderung 


1 §. Rapoport u. J. Luebering, J. biol. Chemistry 189, 683 [1950]. 

* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: ,,2.3-PG-ase“ fiir Glycerinsaure- 
2.3-diphosphatase; -,,2.3-PGS“, ,,3-PGS“ und ,,2-PGS“ fiir die entsprechenden 
Phosphoglycerinsauren; ,,an. P“ fiir anorganisches Phosphat. 
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der Enzymwirkung bei kleinsten Hg-Konzentrationen folgt ein steiler 
Anstieg im Bereich von 0,07 bis 0,2 mMol/l, welcher bei héheren Kon. 
zentrationen (2—8 mMol/l) in eine Hemmung iibergeht. Die Plétzlichkeit 
des Uberganges zur Aktivierung wird aus dem Vergleich der Werte bei 
0,065 und 0,070 x 10-* Mol Hg deutlich: die Aktivitat stieg von 0,73 auf 
1,56 uMolP/Stde., also auf mehr als das Doppelte an. 
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Abb. 1. Hg-Konzentrationskurve. 


Abszisse: log der Hg?®-Konzentration in mMol/l, Ordinate: der freigesetzte an- 
organische Phosphor in uMol/Ansatz eingetragen. Ubliche Versuchsbedingungen, 
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Abb. 2. Ag-Konzentrationskurve. 
Bedingungen und Bezeichnungen wie in Abb. 1. 


2. Die Ag-Wirkungskurve: Abb.2 zeigt eine entsprechende [| 


Versuchsreihe fiir das Silber. Auch hier ist eine Hemmung im niedrigen 
Konzentrationsbereich angedeutet, die gefolgt wird von einer weniger 
steilen Aktivierung, die bei hohen Konzentrationen einer relativen Wir- 
kungsabnahme Platz gibt. 


3. Die Wirkung anderer Metalle: Zusitzlich zu den friiher | 


untersuchten Kationen wurden in einer Konzentration von 1 mMol/l 


Ba?®, Fe?®, Co2®, Ni2®, Pb?®, Sn2© und Au®® untersucht. Fe?® ergab 7 
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E eine Hemmung von 25 und Au®® von 60%; die anderen Kationen 
 beeinfluBten die Enzymaktivitat nur in geringfiigigem MaBe. 


4. Die Substratabhangigkeit des Hg-aktivierten Enzyms: 


In Abb. 3 ist die Substratabhangigkeit der Wirkung des Hg-akti- 
' vierten Enzyms nach Lineweaver und Burk? dargestellt. Die Un- 


tersuchung wurde bei 0,08 mMolHg/I, d. h. bei etwa 80% der maximalen 
Aktivierungskonzentration, durchgefiihrt. Aus ihr la8t sich eine Micha- 


elis-Konstante Ky von 4 x 10-* Mol 2.3-PGS, d.h. rund 10mal so groB 


wie fiir das nicht-aktivierte Enzym, errechnen. 





Abb. 3. Substratabhangigkeit des 
Hg-aktivierten Enzyms, 

Es sind nach Lineweaver und Burk? 

die reziproken Werte fiir Substratkonzen- 

tration (1/S) und Geschwindigkeit (1/V) 05 

in Mol/l aufgetragen. Aus dem Schnitt- 1 wa 

punkt mit der Ordinate ergibt sich ! 

Vmax. als 3,3 x 10-% Mol und weiter die : 

Michaelis-Konstante Ky als 4x 10-* Mol. oS “"" 00 400 600. 800 
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5. Einflu8 von Hg und 2-PGS auf andere Substrate; 
3-PGS und Hg-Wirkung: Im Hinblick auf die Hg-Aktivierung des 
Enzyms gegeniiber 2- und 3-PGS schien die Untersuchung anderer Ester 


_ in bezug auf einen méglichen EinfluB von Hg?® und 2-PGS wiinschens- 
_ wert. Adenosin-3-, 5-, und tri-phosphat, Fructose-6-, und 1.6-phosphat, 


Glucose-1-phosphat, Glycerin-1- und 2-phosphat, Phosphobrenztrauben- 
siure und Phenylphosphat wurden in geringem Mafe von dem Enzym- 
priaparat ohne Hg-Zusatz gespalten, jedoch war weder durch Hg noch 
durch 2-PGS eine Aktivierung festzustellen. 

Tab. 1 zeigt die Wirkung von Hg und 3-PGS auf die 2.3-PGS- 
Spaltung. Wie schon friiher beschrieben, aktivierte Hg?® die 3-PGS- 
Spaltung in relativ noch héherem Mafe als die 2.3-PGS-Spaltung. 3-PGS 


Tab. 1. Wirkung von Hg?® und 3-PGS auf die Spaltung von 2.3-PGS. 


Versuchsbedingungen wie unter ,,Material und Methoden“ beschrieben. Wo an- 
gegeben, wurden 3 uMol 3-PGS pro Ansatz zugesetzt. 








Versuch 2.3-PGS 3-PGS Hg Spaltung* 
Ta + _ — 0,63 
b +. — + 1,96 
IIa — 4+ — 0,14 
b — + + 0,59 
IIT a + + — 0,27 
b + + 1,31 








* Der Spaltungsgrad ist in den Tab. 1—3 in wMol/l an. P/Ansatz angegeben. 


2 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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andererseits hemmte in Abwesenheit von Hg die 2.3-PGS-Spaltung. 
Auch in Gegenwart von Hg war eine relative 3-PGS-Hemmung zu be. 
obachten, denn die Bildung von an. P betrug etwa 75% des Ansatzes 
ohne 3-PGS. Diese Aktivitit ist etwa das Mittel der Werte fiir 2.3-PGs 
und fiir 3-PGS allein. 

6. pg-Abhangigkeit der Hg-Aktivierung: Tab. 2 zeigt, dag 
die Hg-Aktivierung im alkalischen Gebiet stark abfallt. Sie weist auch 
auf eine Verbreiterung des py-Optimums des aktivierten Enzyms hin. 








Tab. 2. Die py-Abhangigkeit der Hg?®-Aktivierung. 

Versuch PH Hg Spaltung b/a 
Ia 6,4 _ 0,84 

b 6,4 4 2,11 2,5 
Ila 7,0 — 0,67 

b 7,0 — 2,06 3,1 
IlTa 8,3 - 0,52 

b 8,3 + 0,72 1,4 








7. Organische Verbindungen und Hg-Aktivierung: Tab.3 
zeigt die Hg-Wirkung in Gegenwart einer Anzahl organischer Verbin. 


dungen, die als Puffer zugesetzt wurden. In Abwesenheit von Kollidin | 


Tab. 3. Die Hg?®-Wirkung in Gegenwart verschiedener Puffer. 











Alle Zusétze wurden in einer Endkonzentration von 0,025 Mol/l hinzugefiigt. Die 
Versuche wurden bei pa 7 (mit Ausnahme des Succinatansatzes*), 0,1 mMol// Hyg 
und 3 mMol// 2.3-PGS durchgefiihrt. 

Zusatz | Hg | Spaltung | °% der Kontrolle 

Kontrolle — 0,69 100 

-- - 0,54 80 
Succinat* + 0,40* 80* 
Veronal a 0,80 115 
Pyridin + 0,96 140 
Lutidin + 1,53 220 
symm.-Kollidin 4+- 2,06 300 








* pu 6,5, verglichen mit Kontrolle ohne Hg bei gleichem pn. 


verursachte Hg keinerlei Aktivierung, sondern eine etwa 20-proz. Hem- | 


mung. Auch in Gegenwart von Succinat war nur eine Hemmung zu be- 


obachten. Hingegen war im Veronalpuffer eine kleine Aktivierung fest- | 


zustellen. In der Reihe der Pyridinabkémmlinge trat eine Steigerung 
der Wirkung, proportional der Zahl der Methylgruppen ein. 
Abb. 4 zeigt die Abhangigkeit der Hg-Aktivierung von der Kolli- 


dinkonzentration bei py 7. Es ist ersichtlich, daB bei der niedrigsten | 
Kollidinkonzentration (0,05—0,1 mMol/l) keine Aktivierung eintrat. Die 
steigernde Wirkung strebt einem Maximum in einem hohen Konzen- 
trationsbereich oberhalb von 25 mMol// zu. 
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Diskussion 


Die Versuchsergebnisse erlauben noch keinerlei verallgemeinernde 
und befriedigende Deutung des seltenen Phainomens einer Enzymakti- 


_ vierung durch Quecksilber und Silber, wenngleich sie auch einige Zu- 
' sammenhinge klaren. 


Die Wirkung ist auf Hg?® und Ag® beschrankt, keiner ihrer Nach- 


' barn im periodischen System iibt einen ahnlichen Einflu8 aus. Die Wir- 
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_ kung des Hg?® und wahrscheinlich des Ag® ist dreiphasig. Eine kleine 
_ Hemmung bei geringster Konzentration wird in einem kritischen Be- 


reich von einer Aktivierung abgelést. Die plétzliche Steigerung ist noch 
nicht deutbar; vielleicht haingt sie mit einer Umladung des Enzyms zu- 
sammen. Bei sehr hohen Konzentrationen tritt eine neuerliche Hemmung 
auf, die vermutlich mit einer Denaturierung des Enzymeiweifes einher- 
geht. Das Enzym erweist sich in verschiedener Hinsicht als ungemein 
widerstandsfaihig, so in seiner Toleranz gegeniiber hohen Alkoholkon- 
zentrationen bei der Darstellung, ebenso wie in seinem Verhalten gegen- 
iiber Hg?®, Ag® und anderen Schwermetallen mit Ausnahme von Cu?®. 
Die aktivierende Wirkung ist nicht dem Hg?® an sich zu eigen. Sie tritt 
nur in:Gegenwart organischer Verbindungen auf, deren gemeinsames 
Kennzeichen ein heterocyclischer N-Ring zu sein scheint. Auch das 
Veronal 1iBt sich unter diesem Gesichtspunkt als Pyrimidinabkémmling 


_ einordnen. Jedoch ist eine systematische Untersuchung auf breiterer 


Basis zur Stiitzung dieser SchluBfolgerung notwendig. Den wirksamen 


» organischen Verbindungen ist die Fahigkeit zur Bildung sehr stabiler 


> komplexer Hg- und Ag- Salze gemeinsam. Es ist héchst unw wahrscheinlich, 
' daf freie Hg-Ionen in Gegenwart der N-haltigen Puffer eine aktivierende 
> Wirkung ausiiben; vielmehr scheint es sich um die Wirkung der Hg®— 
heterocyclischen Komplexe auf das Enzvm zu handeln. 

Zwischen Dissoziationskonstante des Quecksilberkomplexes und 
) Wirkung besteht keine Beziehung, denn die Konstante des Hg-Kom- 
or des Veronals ist kleiner als die des Kollidins (unveréffentlichte 








110 Quecksilber-Aktivierung der Glycerinsaure-2.3-diphosphatase Bd. 302 (1955) 


~ 


Beobachtungen). Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die grofe 
pu-Abhangigkeit der Hg-Kollidin-Aktivierung. Méglicherweise deute; 
sie auf die Bedeutung des quartiren Stickstoffes hin. Die Kollidinkon. 
zentrationsabhangigkeit der Hg-Aktivierung — die Notwendigkeit 


< 


eines groBen Uberschusses an Kollidin fiir maximale Wirkung — spricht | 


fiir eine komplizierte Beziehung zwischen Hg, Kollidin und Enzym. Eine} 
direkte Kollidinwirkung im untersuchten Konzentrationsbereich auf das} 
Enzym konnte jedoch ausgeschlossen werden. Weder trat eine Aktivi. | 


B 


tatsverinderung durch Kollidin ein, noch eine Veraénderung der Sub.} 
strat-Aktivitatskurve. Méglicherweise zeigen héhere Koordinations.| 
komplexe mit mehreren Molekeln Kollidin pro Hg?® eine gréBere Wir.) 


kung. 


Die Hg-Aktivierung scheint fiir die Phosphatester der Glycerin. a 


sduren spezifisch zu sein. Zumindest konnte mit einer Vielzahl von an.| 


deren Phosphatestern keinerlei Wirkung festgestellt werden. Diese Be.) 
obachtungen unterstiitzen die Klassifikation des Enzyms als einer ,,Gly./- 
ceroacyl“-spezifischen Hydrolase. Die kompetitive 3-PGS-Hemmung} 


wird in ihrem Wesen durch die Hg-Aktivierung nicht verandert. 
Bemerkenswert ist auch die Verinderung der Michaelis-Konstante 
des Enzyms unter dem EinfluB der Hg-Aktivierung. Um diese Beob. 


achtung klarer zu deuten, ist jedoch eine Untersuchung der Substrat-) 


abhangigkeit bei verschiedenen Hg-Konzentrationen notwendig. 


Die bisherigen Studien tragen nur orientierenden Charakter. Eine} 
systematische Untersuchung des Multikomponentensystems aus 1Hg|_ 
*organischer niedrigmolekularer Verbindung, *Substrat und *Enzym.) 
eiweiB unter Variation verschiedener Bedingungen, wie z. B. py, Tem-| 
peratur und Zeit und unter der Wirkung anderer Hg-bindender Zusitz}_ 
ist geplant, ebenso wie eine Klarung der Beziehungen zwischen Hg" | 


und 2-PGS-Aktivierung. 


Zusammenfassung 


Der EinfluB von Konzentration und pg sowie die Metall- und Sub. a 
strat-Spezifitat der Quecksilberaktivierung der Glycerinséure-2.3-diphos-[ 





phatase wurden untersucht. Die Wirkung tritt nur in Gegenwart orge-| 


nischer stickstoffhaltiger Verbindungen auf. Die Aktivierung ist ver. 
mutlich auf ihre Quecksilberkomplexe zuriickzufiihren. 


Summary 


The influence of concentration and py on the mercury activation oj 


glycerate-2.3-diphosphatase as well as its metal and substrate spezifi| 


NeEae 


city have been studied. The effect appears only in presence of organit) 


responsible for the activation. 
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nitrogen-containing compounds. Their mercury complexes are probably 
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" Bine Die Reingewinnung des Digitonins 
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ktivi. 
Sub. G. Ruhenstroth-Bauer und P. M. Breitenfeld 
7 b Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 
3 (Der Schriftleitung zugegangen a 12. Juli 1955) 
or In den zahlreichen Arbeiten iiber die Lyse der roten Blutkérperchen 
1 a-| durch Digitonin finden sich eine Reihe von Widerspriichen. Sie gehen 
eo Be _ méglicherweise darauf zuriick, daB es bisher noch nicht gelungen ist, 
Gly eines Digitonin zu gewinnen. Die Schwierigkeiten bei der Reindarstel- 
mungy Jung des Digitonins liegen besonders darin, da8 bisher kein Test fiir den 
_ Reinheitsgrad bekannt war; die klassischen Reinheitskriterien wie 
tant} Schmelzpunkt, Drehung u. a. versagen beim Digitonin. Wir haben daher 
Beob| versucht, mit neuen chemischen Aufarbeitungsmethoden Handelsdigi- 
strat) tonin zu reinigen und zugleich ein Kriterium fiir seinen Reinheitsgrad zu 
Ein entwickeln. 
‘Hey I. Die Additionsverbindung Digitonin-Athanol 
Tek F Vorversuche hatten ergeben, daB sich Handelsdigitonin — fiir die 
situ meisten Versuche wurde Digitonin, Merck, aus einer Lieferung 1951 
Het) verwendet — in Wasser beim Erhitzen auf 70° und 1-stdg. Schiitteln 
langsam zu etwa 1°/ 9, lost. Nach vielstiindigem mechanischem Schiitteln 
_ erreicht die Léslichkeit etwa 3,3°/99. In der Literatur ist sie dagegen mit 







_ 5% angegeben!. Dieser Widerspruch ist folgendermaBen zu erklaren: 
Wird Digitonin aus 85-proz. Alkohol umkristallisiert, so lésen sich die 
_ erhaltenen Kristalle beim Erwirmen leicht in Wasser, und man kann 
bis 10-proz. Lésungen erhalten. Wird dagegen Digitonin nach den An- 
' gaben von Windaus aus waBriger Lésung mit Ather gefallt und ge- 
' trocknet, entsteht ein Praiparat mit der schlechten Wasserléslichkeit. 
_ Bringt man dieses 15 Stdn. in eine mit Alkohol gesittigte Atmosphire, 
' sonimmt es 5 bis 10% an Gewicht zu, und die Léslichkeit steigt auf 
_ 5% an. Das Belassen trockenen Digitonins in einer mit Wasser gesit- 
tigten Atmosphire fiihrt zwar ebenfalls zu einer Gewichtszunahme, die 
KT etwa 3% betrigt, die Léslichkeit bleibt jedoch unverandert. Tab. 1 
rganl' zeigt, wie die optischen Daten* des Ausgangsdigitonins (I) sich nach 
bably Alkoholeinwirkung andern (II): 


























1 A. Windaus, diese Z. 150, 205 [1925]. 
Be * Wir danken Herrn Prof. Dr. R. Mosebach, Tiibingen, fiir die freundliche 
a Durchfiihrung der optischen Messungen. 
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Tab. 1. Die optischen Werte des kristallisierten Digitonins (I) und seiner Additions. 
verbindung mit Athanol (II). 





n n Doppel- 
° = brechung A 





I | 1,497(8) | 1,502(7) | — 0,004 
II | 1,566(8) | 1,505(0) | — 0,062 








Bei leichtem Erwarmen oder lingerem Aufbewahren an der Luft 
wandelt sich Praparat II in I um, zugleich verliert sich wieder die gute 
Wasserléslichkeit. Werden Kristalle der Form II unter dem Mikroskop 
erhitzt, sieht man, daB die Veranderung sprunghaft vor sich geht; es f 
handelt sich demnach bei II nicht um eine Oberflichenbenetzung mit F 
Alkohol, sondern um den Einbau des Alkohols in das Kristallgefiige. Die F 
Digitonin-Alkohol-Verbindung bildet sich aber nur bei direkter und [ 
konzentrierter Einwirkung von Alkohol oder Alkoholdampf auf Digi- F 
tonin und nicht in einer niedrigprozentigen Wasser-Alkohol-Mischung. | 
Wird namlich zu einer waBrigen Suspension von Digitonin nachtriiglich F 
die doppelte Menge an Alkohol zugefiigt, die von Digitonin gebunden 
werden kann, so andert sich trotz 24-stdg. Schiittelns die Léslichkeit | 
des Digitonins praktisch nicht (Tab. 2). 


Tab. 2. Léslichkeit des Digitonins in Wasser ohne (I) und mit (II) Athanolzusatz, 





Mischung II 





mg Digitonin 750 
g aqua dest k 49,25 
g Athanol 0,15 


gelést mg Dig./m/ . . 3,29 





II. Reindarstellung des Digitonins 


Es ist uns gelungen, reines Digitonin mit Hilfe der praparativen F 
Papierchromatographie und der Gegenstromverteilung zu gewinnen. 

Hierzu wurde das Handelsdigitonin aus 85-proz. Alkohol 3—4mal um-f 
kristallisiert. Je 50 mg dieses Produktes wurden wahrend 24 Stdn. auf Schleicher 
& Schill-Papier Nr. 2230 und Patridge-Gemisch (Oberphase eines Butanol- f 
Wasser-Eisessig-Gemisches 4:5:1) aufsteigend chromatographiert. Hierbei_ be- 
wahrte sich das Annahen eines schmalen Saugstreifens? (Schleicher & Schill > 
Nr. 2043b) an den Hauptbogen. Das Chromatogramm wurde durch Behandlung F 
mit einer 25-proz. Lésung von Trichloressigsiure in Chloroform sichtbar gemacht, F 
wie sie zum Nachweis von Digitalisglykosiden empfohlen wurde*; jedoch ist zur} 
Entwicklung der Digitoninbanden ein Erhitzen auf 110° nétig. Es ergeben sich > 
2 im UV-Licht blaulich fluorescierende Banden mit den Ryr-Werten 0,36 (Bande I) | 
und 0,51 (Bande II). 


2 J. H. Mueller, Science [New York] 112, 405 [1950]. : 
3 A. B. Svendsen u. K. B. Jensen, Pharmac. Acta Helvetiae 26, 241 [1950]. > 
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Die Banden wurden getrennt, mit aqua dest. eluiert und gefriergetrocknet, in 
85-proz. Alkohol gelést und filtriert. Das Filtrat ist trib, vermutlich infolge des 
Gehaltes an fein verteiltem Papierstaub. Die Triibung 14B8t sich nach Zufiigen von 
etwas Watte und langerem Schiitteln abfiltrieren. Nach Umkristallisieren aus 
85-proz. Alkohol fanden sich in beiden Fraktionen noch Glihriickstande. Um zu 


seinen Stoffen zu gelangen, wurde deshalb eine Craig-Verteilung mit 24 Elementen 
' angeschlossen. 


Nach zahlreichen Versuchen iiber die Léslichkeit des Digitonins erwies sich 
das Gemisch Glykolmonomethylather-Athanol-Wasser-Chloroform im Verhiltnis 
1:1:1,33:1 als giinstig. Die Léslichkeit des Digitonins ist darin mit 1°/ gerade 
noch ausreichend; Emulsionen, die durch Digitonin sehr begiinstigt werden, treten 
selten auf und verschwinden meist nach 10 Min.; keine der Komponenten bildet 


_s 
































15 20 
Nr des Verteilungselementes —=— 


Abb. 1. Craig-Verteilung der Substanz I (Digitonin). 
Experimentelle Kurve: ——, theoret. Kurve: ----; K = 0,497, V = 1. 


/ mit Digitonin ein unldsliches Digitonid. Die K-Werte betragen darin 0,49 fiir 
_ die BandeI und 0,39 fiir die Bande II. Bei der Verteilung ergab die Substanz 


der Bande I einen Hauptgipfel, der mit einer aus dem experimentellen G-Wert von 


0,497 berechneten Kurve praktisch iibereinstimmt (Abb. 1). Bande II ergibt 


_ 2 Maxima; das héhere Maximum besteht aus anorganischen Begleitstoffen, das 


_ niedrigere, das mit einer berechneten Kurve ebenfalls gut iibereinstimmt, aus 
- einem zweiten Glykosid. Beide Substanzen erwiesen sich nach der Verteilung als 
_ chromatographisch einheitlich. 


tiven 


III. Biologische Testung 


Parallel zu diesen chemischen Untersuchungen liefen Versuche, die 


| Reinheit der Fraktionen mit biologischen Methoden zu priifen. Aus- 
_ gangspunkt war die Vorstellung, daB sich Cholesterin mit Digitonin im 
"— Verhiltnis 1:1 zu einem Digitonid bindet (Windaus), obwohl dieses 
| Verhiltnis noch nie genau erhalten wurde; meistens wurde der Digi- 
' toninanteil zu hoch gefunden. Nach Schénheimer und Dam‘ soll das 
' Verhiltnis auch davon abhiingen, ob Digitonin bzw. Cholesterin im 
| Uberschu8 zur Reaktion gelangt. Das Verhiltnis wire demnach ab- 
» hingig von der Konzentration der Partner. Andere Untersuchungen 


| kommen aber zum gegenteiligen Ergebnis®. 


1950). § 





4 R. Schénheimer u. H. Dam, diese Z. 215, 59 [1933]. 
5 W.M. Sperry u. M. Webb, J. biol. Chemistry 187, 97 [1950]. 
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Zur Lésung dieses Problems bedienten wir uns der Methode von 
Schmidt-Thomé (1942)® zur Bestimmung vonCholesterin mittels Digi. 
tonin, die sich klinisch vielfach bewiihrt hat. Ihr Prinzip beruht darauf, 
daB sich Digitonin an das Cholesterin der Erythrocytenoberflache bindet 
und damit zur Hamolyse der Zellen fiihrt. Die Erythrocyten sind dem. 
nach einerseits ein Indikator fiir die Anwesenheit von Digitonin, auler. 
dem binden sie aber, wenn sie in einen Uberschu8 von Digitonin hin. 
eintropfen, jeweils gleich groBe Digitoninmengen. Sie sind daher auch 
als MaB fiir eine Digitoninmenge verwertbar, wenn man durch Ver. 
gleichstitrationen mit eingewogenem Cholesterin die Digitoninmenge 
ermittelt hat, die durch die Erythrocyteneinheit gebunden wird. Mit so 
eingestellten Digitoninldsungen kann man unbekannte Cholesterin. 
mengen titrimetrisch bestimmen. Umgekehrt la8t sich aber auch eine 
unbekannte Digitoninprobe titrieren, indem man errechnet, wieviel 
reines Digitonin durch eine eingewogene Cholesterinmenge unter der 
Voraussetzung gebunden werden miibte, daB das Bindungsverhilt- fF 
nis 1:1 ist und das Molekulargewicht des Digitonins 1229 betrigt 
und dann feststellt, wieviel Cholesterin durch die fragliche Digi- 
toninprobe tatsichlich gebunden wird. Daraus laBt sich errechnen, 
wieviel Cholesterinmolekeln durch 100 Molekeln der Probe gebunden 
wurden, wenn man ihr durchweg das Mol.-Gew. 1229 zuordnet. Diese F 
Zahl soll Cholesterintiter der Digitoninprobe genannt werden. Er 
miBte bei reinem Digitonin 100 betragen, wenn das Windaussche f 
Verhiltnis streng gilt und die Dissoziation des Digitonids vernach- F 
lassigt werden kann. 

Bei der Priifung von Handelsdigitoninen verschiedener Herkunft [ 
fanden wir durchweg Cholesterintiter um etwa 80, die teils durch Ver- | 
unreinigungen, teils durch Gehalt an Lésungsmitteln, teils vielleicht F 
auch durch die schwere Léslichkeit der aus Wasser gewonnenen Pro. 
dukte zu erklaren sind. Die Fallung und Umkristallisation nach Win- 
daus erhéht den Cholesterintiter auf durchschnittlich 90, aber selbst 7 
15malige Wiederholung der Fillung ergab keine weitere Steigerung. F 
Erst nachdem wir die beiden beschriebenen reinen Substanzen I und II § 
in der Hand hatten, fanden wir bei Substanz I einen Cholesterintiter F 
von 97,5, Substanz II hatte einen solchen von 85. Dieser wurde unter fF 
der — nicht zutreffenden — Voraussetzung errechnet, daB es sich um F 
einen Stoff mit dem Molekulargewicht des Digitonins handelt. — Das 
Defizit von 2,5 bei der Bande I stammt sehr wahrscheinlich nicht mehr F 
von Verunreinigungen, sondern ist durch das sehr fest haftende Lé- F 
sungsmittel zu erkliren, das sich erst durch 6-stdg. Erhitzen auf 55°F 
im Hochvakuum aus der hitzelabilen Substanz entfernen laB8t. Thr & 
Cholesterintiter betrigt dann aber nur mehr 94—96. Wir haben des- F 
halb bei unseren biologischen Versuchen auf eine sichere Lésungs- | 
mittelfreiheit des Digitonins verzichtet. . 


6 J.Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 
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IV. Analyse 


Es war anzunehmen, da8 die Substanz I der bisher angenommenen 
Digitoninformel entspricht, da das Mengenverhiltnis der beiden Stoffe 
im Handelsdigitonin zwischen 5 und 10 zu 1 zugunsten I betragt und der 
Cholesterintiter bei I dem erwarteten Betrag 100 sehr nahe kommt. Die 
Entscheidung brachten die Zuckeranalysen* (Tab. 3). 


Tab. 3. Zuckeranalyse des reinen Digitonins (I) und der Substanz II. 





Substanz Glucose Galaktose | Xylose 


i 2,0 2,0 1,07 
II 1,0 24,0 1,0 











| Demnach entspricht das Verhaltnis der Zucker von I demjenigen 
| des Digitonins, wie es schon von Kiliani® angegeben wurde, aber 
» unseres Wissens fiir die Pentose noch nicht quantitativ untersucht wurde. 
Die Substanz IT enthalt eine Glucose weniger als das Digitonin. 

Weniger eindeutig fielen die Versuche aus, die Genine der beiden 
| Stoffe sicher zu erkennen. Zu ihrer Darstellung wurden die Glykoside 
' durch 5-stdg. Erhitzen auf dem Wasserbad in 2-n. HCl hydrolysiert. 
| leider fand sich kein Lésungsmittelystem, das fiir die Genine papier- 
_ chromatographisch gut reproduzierbare Werte liefert. Am besten be- 
| wahrte sich das System Petrolither — Toluol — Athanol — Wasser ® in 
_ folgenden 2 Mischungsverhiltnissen 





System | Petrolather | Toluol | Athanol | Wasser 





A | 1,0 | 1,0 0,3 11 
B 1,0 1,2 0,7 0,5 


Als Papier wurde das Schleicher & Schill-Papier Nr. 2045a oder b ver- 
_ wendet; es wurde bei 23,0° + 0,5° gearbeitet. Infolge der groBen Fliichtigkeit der 
_ verwendeten Lésungsmittel ist es notwendig, in gut abgedichteten GefiBen zu ar- 
' beiten. Hierzu erwies sich das Dichtungsmittel Abil** als geeignet. Aber trotz 
_ aller konstant gehaltenen Bedingungen konnten keine sicher reproduzierbaren 
_ Ry-Werte fiir die Genine Digitogenin und Gitogenin bzw. die Hydrolysate der 
' Substanzen I und II erzielt werden. Die Rr-Werte schwankten um 10—20°/, doch 
' stimmten die jeweiligen Reihenfolgen der Substanzen in 15 Chromatogrammen 
| tegelmaBig iiberein. 

-— Nach 15 Chromatogrammen entspricht das Genin aus der Sub- 

>) stanz I sehr wahrscheinlich dem Digitogenin. Weil Digitonin vor allem 


” K. Wallenfels, E. Bernt u. G. Limberg, Angew. Chem. 65, 581 [1953]. 

8 H. Kiliani, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 2462 [1926]. 

® E. Heftmann u. A. L. Hayden, J. biol. Chemistry 197, 47 [1952]. 
; * Wir danken den Herren Professor R. Tschesche und Dr. G. Grimmer 
| (Hamburg) sehr herzlich fiir die groBe Bereitwilligkeit, mit der sie fiir uns zahl- 
reiche Mikrozuckerbestimmungen’ ausgefiihrt haben. 
4 ** Hersteller: Fa. P. Lechler, Stuttgart. 

8* 





116 G. Ruhenstroth-Bauer und P.M. Breitenfeld, Bd. 302 (1955) 


mit Gitonin verunreinigt zu sein pflegt, war es naheliegend, das Genin 
der Bande II mit Gitogenin zu vergleichen, doch zeigte dieses — ‘von 
einigen Ausnahmen abgesehen— einen héheren Ry-Wert. Dies laBt daran 
zweifeln, daB das Genin der Bande II Gitogenin ist, jedoch kann eine 
endgiiltige Klirung erst durch weitere Versuche erfolgen. — Die In‘ra. 
rotspektren des reinen Digitonins (Abb. 2) und der Substanz II sind fast 
identisch. 
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_ Abb. 2. Infrarotspektrum des reinen Digitonins. 


V. Quantitative Analyse 
der Cholesterin-Digitonin-Bindung 


AbschlieBend seien Versuche angefiihrt, die AufschluB  iiber 
das fragliche Bindungsverhiltnis Cholesterin-Digitonin bei variablen 
Mischungsverhialtnissen geben sollten. Die Konzentrationen der beiden 
Komponenten wurden dabei so gewiihlt, daB sie ungefiihr den Verhilt- 
nissen in einer Reihe von Hiamolyseversuchen entsprachen, bei denen 
sich ergeben hatte, daB die Menge Digitonin, die sich an einen einzelnen 
Erythrocyten binden kann, von der verwendeten Erythrocytenkon- 
zentration abhingig ist?®. Da sich nach Schmidt-Thomé das Digi- 
tonin bei der Himolyse an das Erythrocytencholesterin bindet, war zu 
untersuchen, ob eine solche Abhingigkeit auch bei der Reaktion der f 
Komponenten allein vorliegt. 

Die Versuche wurden mit umkristallisiertem Handelsdigitonin mit 
einem Cholesterintiter 90 ausgefiihrt. Da es sich bei ihnen um relative 
Werte handelt und im Handelsdigitonin die weitaus iiberwiegende Menge 
aus Digitonin besteht, miiBte sich eine Konzentrationsabhangigkeit des 
Bindungsverhiltnisses auch bei diesem nicht véllig reinen Produkt 
zeigen; folgende Versuche beweisen das Gegenteil. 


10 G. Ruhenstroth-Bauer u. P.M. Breitenfeld, Z. Naturforsch., im 
Druck; P. M. Breitenfeld u. G. Ruhenstroth-Bauer, Blut, im Druck. 
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A. Unabhangigkeit der Digitonidbildung vom DigitoniniberschuB 


a) In 16 Reagenzglasern wurden je 33 y Cholesterin, gelést in 1 ml Aceton, 
einpipettiert und das Aceton entsprechend der Schmidt-Thoméschen Methode® 
abgedampft. Dazu wurden in steigenden Mengen 150—300 y Digitonin (~ 1,4 bis 
2,8 Mol.) in waBriger Lésung hinzugefiigt und auf 2 m/ aufgefiillt. Die Suspension 
wurde 5 Stdn. bei 50° gehalten und dann nach Schmidt-Thomé auf den Gehalt 
an freiem Digitonin untersucht. Als Kontrollen wurden 150 und 300 y Digitonin 
ohne vorhergehenden Cholesterinzusatz in gleicher Weise behandelt und aus den 
hierbei gewonnenen Titrationsergebnissen die zu erwartende Menge freies Digi- 
tonin bei den 16 Versuchsansaétzen errechnet. Die gefundenen und berechneten 
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Werte bei den Dreifachbestimmungen weichen bis 1,7°/, voneinander ab (Abb. 3), 
doch sind die Abweichungen unsystematisch und liegen innerhalb der Fehlerbreite 
der Methodik. 


b) Dieser Ansatz wurde.in gleicher Weise wie der vorherige durchgefiihrt, 
nur daB das Digitonin mit 118 y konstant blieb und die Cholesterinmenge zwischen 


| 8,2 und 33 y schwankte. AuBerdem wurde die Reaktionszeit fiir die Digitonidbil- 


dung auf 10 Min. beschrankt. Auch hier wurde eine lineare Beziehung gefunden. 


_ Die Abweichungen der gefundenen Werte betragen bis 5,2°/, von den errechneten, 
_ sind aber ebenfalls unsystematisch. Demnach ist die Digitonidbildung vom Digi- 


toniniiberschuB unabhangig. 


B. Digitonidbildung bei tropfenweiser Zugabe des Cholesterins 
Bei der Schmidt-Thoméschen Titration wird eine Erythrocytensuspen- 


_ sion tropfenweise einer Digitoninlésung zugefiigt. In méglichst weitgehender Ana- 


logie zu dieser Titration wurde in einem Ansatz eine Cholesterinlésung in eine 


_ Digitoninlésung zugetropft und nach je 2Tropfen 1 Min. aufgekocht. Hierbei 
| teigten sich keine Unterschiede gegeniiber der Titration bei rascher einzeitiger 
' Mischung der Lésungen. 
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Zusammenfassung 


Mittels praparativer Papierchromatographie und Gegenstromver. 
teilung wurde Handelsdigitonin in 2 Fraktionen aufgetrennt, von denen 
die eine reines Digitonin darstellt, dessen Eigenschaften niaher be. 
schrieben werden. Der andere Stoff ist in seinen chemischen und bio. 
logischen Eigenschaften dem Digitonin nahe verwandt. Er enthalt im 
Molekiil 1 Mol. Glucose weniger als Digitonin, sein Genin ist wahr. 
scheinlich weder Digitogenin noch Gitogenin. 

Die Digitonidbildung mit Cholesterin ist bei den untersuchten Be. 
dingungen von der Gré8e des Digitoniniiberschusses unabhangig. 


Summary 


Commercial digitonin has been separated into 2 fractions by means 
of preparative paper chromatography and counter-current distribution, 
One fraction is pure digitonin whose properties are discussed in some 
detail, the other substance is closely related to digitonin in its chemical 
and biological properties. The molecule contains 1 mol. of glucose less 
than digitonin and its genin is probably neither digitogenin nor 
gitogenin. Under the experimental conditions the formation of the 
digitonidé with cholesterol is independent of the size of the digitonin 
excess. 





Bd. 302 (1955) 


Uber die Synthese einiger Deuteroporphyrine 
Von 
Hans-Siegfried Gewitz und Wolfgang Vélker 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1955) 


Da dieSchmelzpunkte aller bekannten Deutero-porphyrin-dimethyl- 
ester sich als wesentlich verschieden von dem Schmelzpunkt des Cyto- 
deutero-porphyrin-dimethylesters! erwiesen, haben wir auf Vorschlag 
von Herrn Warburg zu Vergleichszwecken vier neue Deutero-por- 
phyrine synthetisiert. Von den dazu benétigten sechs Pyrromethenen 
verdanken wir zwei Herrn Prof. K. Zeile, drei wurden nach Vor- 
schriften von Hans Fischer erhalten und eines wurde von uns dar- 
gestellt. Die Synthesen erfolgten durch Bernsteinsiureschmelze der ent- 
sprechenden Pyrromethene. 

Wir beschreiben im folgenden die Synthese der neuen Deutero- 
porphyrine, ihrer Methylester, ihrer Himinester und ihrer Bromderivate. 


1.3.5.7-Tetramethyl-porphin-6.8-dipropionsaure 
j H,C-———,H H;C-——+H_ Pr = —CH, CH, -CO,H 
Pr'____cH, Pr'_—_—_!CH, (ebenso in den folgenden Formeln) 
Zur Synthese dienten die Pyrromethene I und II, die bereits Hans 
Fischer® * beschrieben hat: 


_/Br HC. Pr HC. Pr 


| I | Il 
Br’ SN’ = CH — \y \CH, 
HBr H 


1.4.5.7-Tetramethyl-porphin-6.8-dipropionsadure 
Pr'__—cH, Prt ICH, 
Die Synthese erfolgte aus den Pyrromethenen III und IT®. 


a eh A Be BC et 


| | 
rt a aeons 5S hoi eee ee ee II 
Br’ . aa nv \CH, Br’ Qn’ Ww a 
HBr H HBr 
10. Warburg u. H. 8. Gewitz, diese Z. 288, 1 [1951]; 292, 174 [1953]. 


2 H. Fischer u. H. Scheyer, Liebigs Ann. Chem. 484, 248 [1923]. 
3H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. Chem. 450, 212 [1926]. 
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1.5.8-Trimethyl-porphin-6.7-dipropionsaiure 
20-8 1 
H,cL_—_Pr Pri——icH, 


Zur Synthese dienten die Pyrromethene IV‘ und V°. 
pect —/" ". ae 


ie 1 
PT H —\y \CH; 
HBr H 


1.5.8-Trimethyl-4-athyl-porphin-6.7-dipropionsaure 


H,C-——_H H-———C.H; 
CH, Pr Pr'—__—_!cH, 


Die Synthese erfolgte aus den Pyrromethenen VI* und V°. 
Ho. AH, OH, HC, 


| —— CHT _| As. —_ 
H,C” \N% Ay \CH, Br’ \N” 
HBr H HBr 


Beschreibung der Versuche 


A. 


Pyrromethen I, 3.5.4.’-Tribrom-4.3.’5.’-trimethyl-pyrromethen- 
hydrobromid?, wurde durch Einwirkung von Bromeisessig auf 2.4-Dimethyl- 

pyrrol dargestellt. 

Pyrromethen JI, 5-Brom-4.3.’5.'-trimethy1-3.4.’-dipropionsaure- 
pyrromethen-hydrobromid’, wurde durch Einwirkung von Bromeisessig auf 
Kryptopyrrolcarbonsaure dargestellt. 

1.3.5.7-Tetramethyl-porphin-6.8-dipropionsaure (A): Ein Gemisch 
von 0,8 g Pyrromethen I mit 0,8 g Pyrromethen II und 4,8 g Bernstein- 
siure wurde in Portionen zu 1,5g in ein auf 210° vorgewarmtes Bad gestellt 
und 7 Min. bei 225° verschmolzen. Die starke Bromwasserstoffentwicklung war 
dann fast beendet. Die Schmelze wurde mit heiBem natriumacetathaltigem 
Wasser gewaschen. Das entstandene Porphyringemisch wurde mit Eisessig und 
konz. Salzsiure aus dem Riickstand extrahiert. Durch Verdiinnen mit Wasser 
und Abschwachen der Salzsiure mit Natriumacetat wurde das Farbstoffgemisch 
in 31 Ather getrieben. Der Ather wurde mehrmals mit Wasser gewaschen. Der 
Ather enthielt neben dem gesuchten Porphyrin noch Koproporphyrin I, ent- 
standen durch Selbstkondensation des Pyrromethens II, sowie Tetramethyl- 
porphin und einige Bromporphyrine, die durch Selbstkondensation des Pyrro- 
methens I entstanden waren. Zur Abtrennung des Koproporphyrins I wurde der 
Ather mehrmals mit zusammen 4 1 0,15-proz. Salzsiure extrahiert. Dann wurde 
das gesuchte Porphyrin mit 1/ 1-proz. Salzsiure ausgeschiittelt. Aus der salz- 
sauren Liésung wurde das Porphyrin durch Abstumpfen mit Natriumacetat in 
frischen } tng getrieben. Es wurde zunachst mit 0,15-proz. Salzsiure zweimal ge- 


“ Diese Pyrromethene stellte uns freundlicherweise Herr Prof. K. Zeile zur 


Verfiigung. 
5 H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. Chem. 458, 135 [1927]. 
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waschen, um noch vorhandenes Koproporphyrin I zu entfernen. Dann wurde mit 
100 ccm »-Salzséure das gesuchte Porphyrin dem Ather entzogen und aus der 
salzsauren Lésung mit festem Natriumacetat gefallt. Es wurde abzentrifugiert und 
mit Wasser gewaschen. Zur Abtrennung von Tetramethylporphin wurde der Nieder- 
schlag mit n/10-Natronlauge verrieben. Vom Ungelésten wurde abzentrifugiert. 
Das gesuchte Porphyrin wurde aus der Lésung mit wenig Eisessig gefallt. Der 
Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. 
Ausb.: 48 mg, 5,9% d. Th., Salzsiurezahl 0,5. 

Dimethylester von A: Zur Darstellung des Dimethylesters wurde A in 1% 
Salzsiure enthaltendem Methanol (48 mg Porphyrin in 16 ccm Lésung) geldst. 
Die Lésung wurde bei 0° mit trockenem Chlorwasserstoff gesattigt. Nach 1-stdg. 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur wurde die Lésung im Vak. bei 30° zur 
Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 12 ccm Chloroform gelést, die 
Lésung mit wasserfreiem Natriumcarbonat neutral geschiittelt und nach Filtrieren 
auf ein kleines Volumen eingedampft. Auf Zusatz von heiBem Methanol kristalli- 
sierte der Ester aus. 40 mg. 

Chromatographische Reinigung des Dimethylesters: 40 mg Di- 
methylester wurden in 1,5 ccm Chloroform (Chloroform wurde fiir chromatogra- 
phische Zwecke mehrmals mit Wasser gewaschen und iiber Calciumchlorid ge- 
trocknet) gelést und mit 1,5 ccm Benzol verdiinnt. Diese Lésung wurde auf eine 
Al,0,-Grad II®-Saule, 15x 2 cm, gebracht. Die Saule wurde mit einer Mischung 
aus gleichen Teilen Chloroform und Benzol gewaschen. Im oberen Teil der Saule 
wurden Koproporphyrin-I-Ester sowie einige unbekannte Porphyrinester zuriick- 
gehalten, waihrend der gesuchte Porphyrin-dimethylester als 1—2 cm breite, ein- 
heitliche Zone durch die Séule wanderte. Das Eluat wurde im Vak. getrocknet. 
Der Riickstand wurde in der gleichen Weise nochmals chromatographisch ge- 
reinigt. Das Eluat wurde zur Trockene eingeengt. Der trockene Riickstand wurde 
in 2cem Chloroform gelést. Zur Kristallisation wurde die Lésung mit 3 ccm 
heiBem Methanol versetzt und sofort gekiihlt. Die ausgefallenen Kristalle, abzentri- 
fugiert und mit Methanol gewaschen, schmelzen nach zweimaligem Umkristallisieren 
aus Chloroform-Methanol bei 188°. Zur Analyse wurde im Hochvak. bei 60° ge- 
trocknet. 

3,77 mg Sbst., 9,83 mg CO,, 2,06 mg H,O. — 4,30 mg Sbst., 0,401 com N 
(28°, 756,4 Torr). — 3,60 mg Sbst., 3,92 ccm n/50-Natriumthiosulfat. 


CysH,40,N, (538,62). Ber. C 71,35 H6,36 N 10,40 CH,O 11,52 
Gef. C 71,15 H6,12 N 10,52 CH,O 11,26 


Eisensalz des Porphyrin-dimethylesters: 5 mg des Dimethylesters 
wurden in 0,5 com Eisessig-Kochsalz gelést. In Kohlensiure-Atmosphire wurde 
nit 0,5 ccm frisch bereiteter Eisen(II)-acetat-Eisessig-Kochsalzlésung (0,33 g Fer- 
rum reductum und 0,33 g Natriumchlorid wurden im Kohlendioxydstrom in 25 ccm 
Eisessig durch Kochen unter RiickfluB8 gelést) versetzt und 15 Min. auf dem sie- 
denden Wasserbad erwarmt. Bereits in der Warme kristallisierte der Haminester 
in rautenfoérmigen Kristallen aus. Er wurde mit Eisessig, dann mit Ather ge- 
waschen. Nach dem Umkristallisieren aus heiBem Eisessig schmolzen die Kristalle 
bei 265°. — Zur Eisenbestimmung wurde im Vak. getrocknet. 


0,76 mg Sbst., 0,0695 mg Fe. 

C32H320,N, - FeCl (627,92). Ber. Fe 8,91 Gef. Fe 9,15 

Bromderivat des Porphyrin-dimethylesters: 35 mg des Dimethyl- 
esters wurden in 7 ccm Kisessig in der Warme gelést. Nach Abkiihlen wurde 
die Lésung mit 0,42 ccm einer 25-proz. Brom-Eisessiglésung bromiert. Nach 


§ Al,O,-Grad II wurde nach einer Vorschrift von R. E. H. Nicholas, Bio- 
chem. J. 48, 309 [1951], aus Al,O, standardisiert der Firma E. Merck durch 
Aufschlammen in Wasser und Trocknen bei 120° erhalten. 
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mehrstiindigem Stehenlassen wurde das ausgefallene Perbromid in 2 ccm Aceton 
gelést. Die Lésung wurde nach 3 Stdn. mit 15 ccm Chloroform vermischt. Die 
Chloroformlésung, die das Bromderivat enthielt, wurde zur Entfernung yo 
Aceton und Bromaceton dreimal mit Wasser gewaschen. Dann wurde die Lésuy 
durch trockene Filter filtriert, auf ein kleines Volumen eingedampft, mit 1 con 
Benzol vermischt und auf eine Al,O,-Grad II-Saiule gebracht. Die Saule wurde 
mit Chloroform : Benzol = 1:1 gewaschen. Die Hauptmenge wanderte als einheit. 
liche Zone durch die Saule. Das Eluat wurde getrocknet, und der Riickstand wurde 
zweimal aus viel Chloroform mit wenig Methanol in der Warme umkristallisiert, 
Lange Nadeln vom Schmp. 251°. Ausb. 36 mg (79% d. Th.). 

Zur Analyse wurde im Hochvak. bei 60° getrocknet. 

3,86 mg Sbst., 7,81 mg CO,, 1,66mg H,O. — 4,29 mg Sbst., 0,304 ccm N & 
(28°, 752,2 Torr). — 4,47 mg Sbst., 1,025 mg Br. — 1,98 mg Sbst., 1,53 ccm n/5 
Natriumthiosulfat. 

C32.H3,0,N,Br, (696,44). Ber. C 55,18 H 4,63 N 8,05 Br 22,95 CH,0 8,9) 

Gef. C 55,21 H 4,81 N 7,95 Br 22,92 CH,O 7,% 


B. 


3-Brom-4.4,’5’-trimethyl-5-carboxy-pyrromethen-hydrobromid: | 
lg 3-Brom-4-methyl-5-carboxy-pyrrol-aldehyd-(2) wurden mit 0,49— 
2.3-Dimethyl-pyrrol gut verrieben. Dann wurden auf einmal 0,5 ccm Eis. 
essig zugegeben und kraftig verriihrt, wobei alles zu einer festen Masse er. § 
starrte. Unter Kiihlung wurde mit 1 ccm 48-proz. Bromwasserstoffsaure versetzt. 
Nach kurzem Stehen wurde der ausgefallene Kristallbrei abgesaugt und mit weniy 
Eisessig und Ather gewaschen. Ausb. 1,5 g 5-Carboxy-pyrromethen. 

Pyrromethen III, 3.5.3’-Tribrom-4.4.’5'-trimethyl-pyrromethen. | 
hydrobromid: 1,5g des 5-Carboxy-pyrromethens wurden mit 4 cem> 
Ameisensiaure verrieben und nach Zutropfen von 0,5 com Brom, 2 Min. auf 90—95! 
erwarmt. Schon in der Warme begann die Kristallisation. Es wurde abgesaugt und 
mit Eisessig und Ather gewaschen. Dieses Priparat wurde nochmals in 16 ccm 
Ameisensaéure durch Erwarmen gelést und bei 80° mit 0,3 com Brom versetzt. 
Nach Abkihlen kristallisierte das Pyrromethen III in roten Prismen aus, die F 
mit Eisessig und Ather gewaschen und getrocknet wurden. Ausb. 1,8 g (90% d. Th.). 
Zur Analyse wurde im Hochvak. bei 60° getrocknet. Z 

3,94 mg Sbst., 4,15 mg CO,, 0,94 mg HO. — 4,44 mg Sbst., 0,218 ccm NP 
)28°, 752,3 Torr). — 3,14 mg Sbst., 1,982 mg Br. : 


C12H,N,Br, (503,89). Ber. C 28,60 H2,40 N5,56 Br 63,44 
Gef. C 28,74 H2,67 N5,51 Br 63,11 


1.4.5.7-Tetramethyl-porphin-6.8-dipropionsaure (B): Ein Gemisch F 
von 1,65g Pyrromethen III und 1,5 g Pyrromethen II mit 9,5 g Bernstein. | 
saure wurde auf 7 Reagenzglaser verteilt und 10 Min. bei 215 bis 225° geschmolzen. F- 
Die erkaltete Schmelze wurde mit heifem natriumacetathaltigem Wasser aus F7 
gekocht und der schwarze Riickstand mit 80 ccm Eisessig und 80 ccm konz fF 
Salzsiure extrahiert. Die salzsaure Lésung, die das Porphyringemisch enthielt, F 
wurde in der fiir die Synthese von A angegebenen Weise tiber Ather/Salzsaure 
aufgearbeitet. Die so erhaltene salzsaure Lésung des gesuchten Porphyrins wurde 
mit Natriumacetat versetzt. Das ausgeflockte Porphyrin wurde abzentrifugiert, 
mit Wasser gut gewaschen und getrocknet. Ausb. 33 mg (2,12% d. Th.). Salz 
saurezahl 0,5. 

Dimethylester von B: 85 mg Porphyrin B wurden in 30 cem 1% Chlor. 
wasserstoff enthaltendem Methanol gelist, die Lésung in der Kalte mit trok- 
kenem Chlorwasserstoff ges&ttigt und wie bei der Darstellung des Esters von A 
weiterverarbeitet. Die neutrale Chloroformlésung wurde zur Trockene eingeengt. 
Der Riickstand wurde in 2 ccm Chloroform gelést und zur Kristallisation mit 
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2 Vol.-TIn. Methanol versetzt. Die Kristalle wurden abzentrifugiert und mit Me- 
thanol gewaschen. 

Chromatographische Reinigung des Dimethylesters: Die noch un- 
reinen Kristalle wurden in 1,5 ccm Chloroform gelést und mit 1,5 cem Benzol 
versetzt. Die Lésung lieBen wir tiber eine Al,O,-Grad II-Saule laufen. Gewaschen 
wurde mit Chloroform: Benzol = 1:1. Es wurden mehrere schwache Zonen ab- 
getrennt. Das Eluat, das den gesuchten Dimethylester enthielt, wurde im Vak. 
getrocknet. Der trockene Riickstand wurde aus Chloroform-Methanol zweimal um- 
| kristallisiert. Der Dimethylester kristallisierte in langen Nadeln vom Schmp. 203°. 
Ausb.: 48 mg. Zur Analyse wurde im Hochvak. konstant getrocknet. 

3,44 mg Sbst., 9,02 mg CO,, 2,02 mg H,O. — 3,46 mg Sbst., 0,323 com N 
(29°, 756,4 Torr). — 2,52 mg Sbst., 2,76 com n/50-Natriumthiosulfat. 

C2H,,0,N, (538,62). Ber. C 71,35 H6,36 N 10,40 CH,O 11,52 
Gef. C 71,55 H6,57 N 10,50 CH,O 11,33 
Eisensalz des Porphyrin-dimethylesters: 5mg des Porphyrinesters 
' wurden zur Eiseneinfiihrung mit 0,5 ccm Eisen(II)-acetat-Eisessiglésung 15 Min. 
auf dem Wasserbad erwarmt. Nach mehrstiindigem Stehenlassen wurden die 
. Kristalle abzentrifugiert, gewaschen und aus heiBem Eisessig umkristallisiert. Vier- 
» und sechsseitige Platten vom Schmp. 209°. Zur Eisenbestimmung wurde im Vak. 
| getrocknet. 
1,10 mg Sbst.. 0,100 mg Fe. 
C32H3.0,N, - FeCl (627,92). Ber. Fe 8,91 Gef. Fe 9,09 


Bromderivat des Porphyrin-dimethylesters: 25 mg des Porphyrin- 


‘E dimethylesters wurden in 10 ccm Eisessig in der Warme gelést und nach Ab- 


' kihlen mit 0,3 cem 25-proz. Brom-Eisessiglésung versetzt. Die ausgefallene 
| Perbromverbindung wurde mit 1,3 ccm Aceton zersetzt. Die Lésung wurde mit 
' 15 ccm Chloroform vermischt und mehrmals mit Wasser gewaschen. Die Chloro- 
' formlésung, die das Bromderivat enthielt, wurde getrocknet, auf 2 ccm ein- 
geengt und mit 3 ccm heiBem Methanol versetzt. Der auskristallisierte Brom- 
porphyrinester wurde mit Methanol gewaschen und nach chromatographischer 
| Reinigung tiber Al,O,-Grad II noch zweimal aus Chloroform-Methanol umkristal- 
lisiert. Nadeln vom Schmp. 238°. Ausb.: 23 mg (71% d. Th.). Zur Analyse wurde 
' im Hochvak. bei 60° getrocknet. 
4,11 mg Sbst., 8,28 mg CO,, 1,78 mg H,O. — 3,92 mg Sbst., 0,286 com N 
(29°, 752,1 Torr). — 3,54 mg Sbst., 0,816 mg Br. — 2,60 mg Sbst., 2,05 ccm n/50- 


v ; Natriumthiosulfat. 


CsH3,0,N,Br, (696,44). Ber. C 55,18 H 4,63 N 8,05 Br 22,95 CH,0 8,91 
Gef. C 54,98 H 4,85 N 8,16 Br 23,06 CH,O 8,15 


C. 


FE 1.5.8-Trimethyl-porphin-6.7-dipropionsaure C: Die Mischung von 
| 144g Pyrromethen IV‘ mit 3,0 g Pyrromethen V® und 13 g Bernstein- 
siure wurde in Portionen zu etwa 1,5 g 45 Min. bei 185° geschmolzen, die er- 


-[ kaltete Schmelze fein gepulvert und mit heiSem natriumacetathaltigem Wasser 


gewaschen. Der schwarze Riickstand, der das Porphyrin enthielt, wurde in 
70 ccm Eisessig und 70 ccm konz. Salzsaiure geliést. Die Lésung wurde mit 
Wasser auf 10% Salzsiurekonzentration verdiinnt, von ausgefallenen Verunreini- 
gungen wurde abzentrifugiert; das gesuchte Porphyrin flockte aus der Lésung 
| durch Zusatz von Natriumacetat aus. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert 
und mit Wasser gewaschen. Mit 5-proz. Salzsiure wurde daraus das jetzt schon 
ziemlich reine Porphyrin extrahiert. Durch Verdiinnen mit Wasser unter Zu- 
satz von Natriumacetat wurde das Porphyrin in 3 / Ather getrieben. Aus der 
Atherlésung wurden zunachst mit 1,51 0,1-proz. Salzsaure schwacher basische 
Verunreinigungen abgetrennt. Das gesuchte Porphyrin lieB sich dann glatt mit 
l-proz. Salzsiure extrahieren. Es wurde aus der salzsauren Liésung nochmal in 
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frischen Ather getrieben und aus der Atherlésung mit wenig n-Salzsaure aus. 
geschiittelt. SchlieBlich wurde das Porphyrin aus der salzsauren Lésune mit 
Natriumacetat weet gefallt, mit Wasser salzfrei gewaschen und getro. ‘knet, 
Ausb. 48,5 mg (1,8°% d. Th.). Aus Ather wurde das Porphyrin in kleinen Krisialle, 
erhalten, die bis 300° nicht schmolzen. Salzsiurezahl 0,5. 

Dimethylester von C: In die Lésung des Porphyrins in 1% Salzsaun 
enthaltendem Methanol (3 mg in 1 ccm Lésungsmittel) wurde in der Kalte bis 
zur Sattigung trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Nach kurzem Stehenlassen 
bei Raumtemperatur wurde die Liésung im Vak. zur Trockene eingeengt, der 
trockene Riickstand in Chloroform aufgenommen und mit wasserfreiem Natrium. 
carbonat neutral geschiittelt. Die Lésung wurde nach Filtrieren auf ein kleing 
Volumen eingeengt; nach Zusatz von 2 Vol.-Tln. heiBem Methanol kristallisierte 
der Dimethylester aus. Die chromatographische Reinigung des Esters erfolgte 
iiber eine Al,O,-Grad II-Saule. Das Eluat des gesuchten Dimethylesters wurde ein. 
gedampft, der Riickstand dreimal aus Chloroform-Methanol umkristallisiert. Der fF 
Ester kristallisierte in schrig abgeschnittenen Blittchen vom Schmp. 217°. Zu 
Analyse wurde im Hochvak. bei 60° getrocknet. 


4,29 mg Sbst., 11,18 mg CO,, 2,41 mg H,O. — 3,71 mg Sbst., 0,349 ccm N 
(28°, 754,4 Torr). — 2,55 mg Sbst., 2,77 ccm n/50-Natriumthiosulfat. 


C3,H5,0,N, (524,60). Ber. C 70,97 H6,15 N 10,68 CH,O 11,83 
Gef. C 71,12 H6,29 N 10,59 CH,O 11,23 


Eisensalz des Porphyrin-dimethylesters: Der Hamindimethylester 
wurde, wie bei dem entspr. Derivat von A beschrieben, dargestellt. Er kristalli. F 
sierte aus heiBem Eisessig in ellipsoidférmigen Kristallen vom Schmp. 253°. Zu 
Eisenbestimmung wurde im Vak. getrocknet. 


0,92 mg Sbst., 0,0855 mg Fe. ' 
Cs,H3,0,N, - FeCl (613,90). Ber. Fe 9,10 Gef. Fe 9,29 


Bromderivat des Porphyrin-dimethylesters: 25mg C wurden inf- 
9 ccm heiBem Eisessig gelést und nach Abkiihlen mit 2 cem 10-proz. und 0,2 com F 
25-proz. Brom-Eisessiglésung versetzt. Nach 3-stdg. Stehenlassen bei Raum. § 
temperatur, wobei nur wenig Perbromid ausgefallen war, wurde mit 10 cem Aceton F- 
versetzt und 3 Stdn. reagieren gelassen. Die mischfarbene rot-griine Lésung wurde 
im Vak. eingeengt. Der trockene Riickstand wurde in 5 ccm Pyridin gelést. Aw — 


der Lésung wurde das Bromporphyrin durch Verdiinnen mit Wasser unter Zusat: F } 


von wenig Eisessig in Ather getrieben. Das Pyridin wurde mit 4-proz. Salzsiur J 
ausgewaschen. Dann wurde der Ather zur Entfernung von unvollstandig bromiertem F 
Porphyrin mehrmals mit 8-proz. Salzsiure ausgeschiittelt. Nun wurde das Tri. F 
bromporphyrin dem Ather mit 18-proz. Salzsiure entzogen; es wurde aus der} 
salzsauren Lisung wieder in Ather getrieben und die Fraktionierung mit Sak. > 
siure wiederholt. Aus der so erhaltenen salzsauren Lésung wurde das Tribrom- 
porphyrin durch Abstumpfen mit Natriumacetat in frischen Ather getrieben. 
Der Ather wurde neutral gewaschen und mit Calciumchlorid getrocknet. Bein F 
Einengen der Atherlésung kristallisierte das Bromporphyrin in gekriimmten 
Nadeln aus. Salzsiurezahl 13. : 

Die Darstellung des Tribromporphyrin-dimethylesters erfolgte aw) 
dem Tribromporphyrin durch Veresterung mit Methanol-Salzsiure in der Kalte.F 
Der Ester kristallisierte aus Chloroform-Methano] in derben SpieBen, die nach > 
wiederholtem Umkristallisieren die Form von Nadeln annahmen; Schmp. 270'.F 
Zur Analyse wurde im Hochvak. bei 60° getrocknet. : 


3,72 mg Sbst., 6,75 mg CO,, 1,29 mg H,O. — 2,06 mg Sbst., 0,138 ccm NP 
(28°, 754,3 Torr). — 1,52 mg Sbst., 0,473 mg Br. Ei 


C3,HogN,O,Br, (761,32). Ber. C 48,90 H 3,84 N7,36 Br 31,49 
Gef. C 49,52 H3,88 N7,54 Br3l,ll 
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D. 


1.5.8-Trimethyl-4-athyl-porphin-6.7-dipropionsaiure D: Das Ge- 
nisch von 1,6 g Pyrromethen VI‘ mit 3g Pyrromethen V5 und 13,8 g Bern- 
steinsiure wurde in Portionen zu je 1,5g 45 Min. bei 190° geschmolzen. Die 
reichliche Bromwasserstoffentwicklung war dann fast beendet. Die weitere Auf- 
arbeitung der Schmelze sowie die Ather-Salzsiure-Fraktionierung erfolgte wie bei 
der Synthese von C beschrieben wurde. Ausb. 72 mg (2,5% d. Th.). Das Por- 
phyrin kristallisierte aus Ather in gebogenen Nadeln, die bis 300° nicht schmolzen. 
Salzsiurezahl 0,65. 

Dimethylester von D: 72 mg D wurden mit 24 ccm salzsaurem Methanol 
in der Kalte verestert. Der Ester, iiber Al,O,-Grad II gereinigt, schmolz nach zwei- 
maligem Umkristallisieren aus Chloroform-Methanol bei 231°. Zur Analyse wurde 
im Hochvak. bei 60° getrocknet. 

: 3,34 mg Sbst., 8,80 mg CO,, 2,01 mg H,O. — 4,16 mg Sbst., 0,377 com N 
| (29°, 754,3 Torr). — 2,64 mg Sbst., 2,82 com 7/50-Natriumthiosulfat. 
CygHsg0,N, (552,65). Ber. C 71,71 H6,56 N 10,13 CH,O 11,23 

Gef. C 71,90 H6,73 N 10,17 CH,O 11,05 
Eisensalz des Porphyrin-dimethylesters: 5 mg Porphyrin-ester 
- wurden in 0,5 com Eisessig-Kochsalz gelést und mit 0,5 ccm Eisen(II)-acetat- 
_ Eisessig-Kochsalzlésung 15 Min. auf dem Wasserbad erwarmt. Nach dem Abkiihlen 
' wurden die Kristalle abzentrifugiert, mit Eisessig und Ather gewaschen und aus 
' heiBem Eisessig umkristallisiert. Viereckige Platten vom Schmp. 254°. Zur Eisen- 
bestimmung wurde im Hochvak. getrocknet. 

1,18 mg Sbst., 0,102 mg Fe. 

C33H3,0,N, * FeCl (641,95). Ber. Fe 8,70 Gef. Fe 8,64 

Bromderivat des Porphyrin-dimethylesters: 25mg Porphyrin- 
_ dimethylester wurden in 8 ccm Eisessig gelést und mit 0,3 ccm einer 25-proz. 
_ Brom-Kisessiglésung versetzt. Die weitere Aufarbeitung geschah in der fiir das 
' entspr. Derivat von A angegebenen Weise. Der Bromporphyrinester wurde 
_ chromatographisch gereinigt und kristallisierte aus Chloroform-Methanol in kleinen 
| Stabchen. Der Schmelzpunkt war sehr unscharf und konnte auch durch 6fteres 


‘fF Umkristallisieren nicht verbessert werden. Zur Analyse wurde bei 60° im Hoch- 


_ vak. getrocknet. 

4 3,63 mg Sbst., 7,46 mg CO,, 1,66 mg H,O. — 4,08 mg Sbst., 0,287 com N 

» (28°, 754,5 Torr). — 3,59 mg Sbst., 0,799 mg Br. — 2,44 mg Sbst., 2,01 ccm n/50- 

' Natriumthiosulfat. 

C33H,,0,N,Br, (710,46). Ber. C 55,79 H 4,82 N 7,89 Br 22,50 CH,O 8,74 
Gef. C 56,08 H 5,12 N 7,92 Br 22,27 CH,O 8,52 


Herrn Arnold Lehmann danken wir fiir die Ausfiihrung der Analysen. 


Zusammenfassung 
Vier neue Deuteroporphyrine, ihre Dimethylester, Himin-Dimethyl- 
_ ester und Bromderivate werden dargestellt. 
Summary 


: The preparation is described of four new deuteroporphyrins, their 
q dimethyl esters, the dimethyl ester of haemin and bromo-derivatives. 
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Plasma-Elektrophorese auf Filtrierpapier 


Von 
F. Scheiffarth, G. Berg und H. Gétz 
Aus der Med. Univ. Klinik Erlangen, Direktor: Prof. Dr. N. Henning 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1955) 


Da die elektrophoretische Auftrennung von Serumproteinen auf 
Filtrierpapier zunehmende Verbreitung und Bedeutung erlangt hat, 
stellt das Fehlen geeigneter Methoden zur Auftrennung von Plasma. 
proteinen einen fiihlbaren Mangel dar, zumal die Kenntnis der Gribe 
und des Verhaltens der Fibrinogen-Fraktion fiir manche klinische so. 
wie experimentelle Fragestellungen unerlaiBlich notwendig ist. 


Methodische Angaben zur Ausfiihrung einer brauchbaren Plasma- 
Elektrophorese auf Filtrierpapier unter den fiir die Serumelektrophorese 
geltenden Bedingungen liegen in der Literatur u. W. nicht vor. Nach 
Wiedemann! ist eine derartige Plasma-Elektrophorese iiberhaupt 
nicht méglich, da das Fibrinogen, ein Linearprotein, auf Papier nicht 
wandern soll; jedoch haben schon Durrum sowie Flynn? auf die 
prinzipielle Méglichkeit einer Plasma-Elektrophorese auf Filtrierpapier 
hingewiesen. In den wenigen einschligigen Arbeiten* wird fiir das 
Fibrinogen im allgemeinen nur ein Zuwachs im Bereich der y-Globuline 
angegeben, jedoch keine gut abgrenzbare Fraktion an typischer Stelle 
beschrieben, was offensichtlich auf der Verwendung von Citrat- bzw. 
Oxalatlésungen zur Ungerinnbarmachung des Blutes beruht, wovon wir 
uns inzwischen iiberzeugen konnten. Lediglich BerkeS und Karas‘ 
haben verwertbare Plasma-Elektrophoresen erhalten, allerdings unter 
Abanderung der iiblichen Bedingungen fiir Serumelektrophorese (be- 
sonderer Puffer, py 9,2). Aus diesem Grunde scheint uns die Mitteilung 
einer Methode zur Auftrennung der Plasmaproteine gerechtfertigt, die 
unter den tiblichen Bedingungen der Serum-Elektrophorese erfolgt. 


1 E. Wiedemann, Plasma 19538, Nr. 3, 277. 

2 KE. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 [1950]; F. V. Flynn u 
P. de Mayo, Lancet, Aug. 11, 235 [1951]. 

3 M. Franklin, W. B. Bean, W. D. Paul, J. I. Routh, J. de la Huerga 
u. H. Popper, J. clin. Invest. 80, 729 [1951]; A. Gronwall, Scand. J. clin. lab. 
Invest. 4, 270 [1952]; R. S. Satoskar, R. A. Lewis u. B. B. Gaitonde, J. Lab. 
clin. Med. 44, 349 [1954]; Ch. Sommerfelt, Scand. J. clin. lab. Invest. 5, 299 
[19531. 

4 J. Berkes u. V. Karas, Biochem. Z. 324, 499 [1953]. 
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Methodisches 


1. Plasmagewinnung: Blutentnahme unter den iiblichen Bedingungen 
mit Zusatz von 0,1 com Heparin* auf 2,0 com Blut zur Ungerinnbarmachung. 

2. Plasma-Elektrophorese: Die Ausfiihrung der Elektrophorese-Versuche 
und deren Auswertung erfolgten nach der Methode von Grassmann und Hannig® 
unter Verwendung des hierfiir tiblichen Michaelis-Puffers (pq 8,6; Ionenstarke 
u=0,1) und Whatman- Papier Nr. 1. 

Auf die Bedeutung gewisser, die Plasma-Elektrophorese auf Filtrierpapier 
beeinflussender Faktoren — z. B. verschiedener gerinnungshemmender Substanzen 
— wird in einer spaéteren Mitteilung ausfiihrlich eingegangen. 

Nach Auftragen des Plasmas auf den trockenen Filtrierpapierstreifen wird 
dieser mit der Pufferlosung befeuchtet, der im Verhaltnis 1:1000 Heparin zugesetzt 
ist. Ein Zusatz von Heparin zu der in den Kammern befindlichen Pufferlésung 
eribrigt: sich. 


Ergebnis 


An einem vorlaufigen Untersuchungsmaterial von 70 Einzel- 
| elektrophoresen konnte gezeigt werden, daf eine exakte- Darstellung 
der Fribinogen-Fraktion des Plasmas auch mit der Papierelektrophorese 
moglich ist. Die Fibrinogen-Fraktion liegt an typischer Stelle zwischen 
der B- und y-Globulin-Fraktion. Zum Vergleich seien die mit der Papier- 
elektrophorese gewonnenen Plasmawerte von 20 gesunden Personen den 
mit der Methode nach Tiselius ermittelten Werten® gegeniibergestellt : 





Globulin 





Albumin} «, Xs B Q y 





58,09| 5,59| 7,45] 9,36] 6,24] 13,29 
Papiermethode = rel. %| 4 3'07 | +124 | +1/44 | 41,08 | 41.15 | 12.05 





» Tiselius-Methode 
rel. % 60,30 4,60 7,20 12,10 5,10 11,00 
*/0) 42,80 | +0,70 | +1,30 | +1,90 | +0,60 | +2,50 


: 55,20| 5,30] 14,00] 13,40] 6,50] 11,00 
Amstrong . - |rel.%| 11°39 | +0,50 | +0,80 | +1,60 | 0,60 | +0,70 























Die Werte entsprechen unter Beriicksichtigung der prinzipiellen 
methodisch bedingten Schwankungsbreite einander’. 

Bei vergleichenden Untersuchungen mit Serum-Elektrophoresen 

_ zeigt sich, daB die y-Fraktion keinen Zuwachs durch Fibrinogenanteile 

_ethilt und da auch keine Fibrinogenreste an der Auftragstelle liegen 


* Liquemin der Deutschen Hoffmann-La Roche AG., Grenzach. 
7 19 5 W. Grassmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
| [1951]. 

6° §. H. Armstrong, M. J. E. Budka u. K. C. Morrison, J. Amer. chem. 
» Soc. 69, 416 [1947]; 69, 916 [1947]; V. P. Dole, J. clin. Invest. 28, 708 [1944]. 
; 7 H. Ott, H. Huber u. G. Kérver, Klin. Wschr. 1952, 34; W. Scholtan, 


F. E. Schmengler, H. Esser, F. Heinzler, F. Kazmeier, K. Hinsberg u. 
K. Jahnke, Arztl. Forsch. 1952, 1/145. 
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Abb. 1. Plasma- und Serum-Pherogramm der gleichen Versuchsperson. 


bleiben (Abb. 1 und 2), wodurch die Forderungen fiir eine brauch. 
bare Plasma-Elektrophorese erfiillt sind. 

Uber die mit der Plasma-Elektrophorese gewonnenen Normalwerte 
beim Menschen wird gesondert berichtet. 


abet 


Plasma 


Abb. 2. Papierelektropherogramm entspr. Abb. 1. 


Zusammenfassung 


Die Darstellung der Fibrinogenfraktion des Plasmas durch Papier. 
elektrophorese wird beschrieben. 


Summary 


The preparation of the fibrinogen fraction of plasma by means of 
paper electrophoresis is described. 
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Uber Lokalisation und Spezifitat 
der alkalischen und sauren Phosphatase im Nervengewebe 


Von 
Elfriede Albert 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1955) 


Die in fast allen tierischen und pflanzlichen Zellen sowie in Bak- 
terien vorkommenden Phosphatasen sind wenig spezifisch und hydroly- 
sieren die verschiedensten organischen Phosphorsiureverbindungen. Sie 
sollen auch anorganisches Pyro- und Metaphosphat aufspalten und 
kénnen sogar kérperfremde, synthetische Ester zerlegen, was man zu 
ihrem Nachweis beniitzt. 

Allerdings sind auch gereinigte spezifische Phosphatasen beschrieben, die sich 
durch Substrat, po-Optimum, Vergiftbarkeit und Méglichkeit der Abtrennung 
von den iibrigen Phosphatasen unterscheiden sollen; sie spalten jedoch meist noch 
andere Phosphatverbindungen und erfiillen die iibrigen Kriterien nur unvoll- 
kommen. Man hat namlich auch an unspezifischen Phosphatasen beobachtet, daB 
sie je nach dem Reinigungsgrad und der Konzentration das py-Optimum und die 
Vergiftbarkeit andern'. Jedenfalls sind die Phosphatasen in ihrer Masse unspezi- 
fische Fermente. 

Von den verschiedenen unspezifischen Phosphatasen, die sich durch ihr py- 
Optimum unterscheiden, sind die wichtigsten die saure Phosphatase vom pH- 
Optimum 5,0—5,5 und die alkalische, die am besten bei po 8,6—9,4 wirkt. Die 
erstere findet sich vor allem in der Prostata des Menschen und der héheren Affen, 
daneben in den meisten Pflanzenzellen und Bakterien, die letztere bei den Sauge- 
tieren vorwiegend in Knochen, Nierenrinde, Diinndarmschleimhaut und Milch- 
driise, daneben auch in Leber und Gehirn. Bei gewissen Krankheiten treten sie 
im Blut vermehrt auf, wodurch sie fiir die Klinik bedeutungsvoll geworden sind. 

Wahrscheinlich wirken die Phosphatasen in den einzelnen Organen unter- 
schiedlich, je nach den Stoffwechselprozessen, die in dem betreffenden Gewebe 
vorzugsweise ablaufen. Im Knochen kennt man die spezifische Aufgabe der alka- 
lichen Phosphatase, ebenso in Niere und Darm!. Zudem sollen sich die Phos- 
phatasen aus verschiedenen Organen durch eine charakteristische Michaelis- 
Konstante auszeichnen?, 

In der vorliegenden Arbeit interessierte zunichst der Gehalt des 
Gehirns an saurer und alkalischer Phosphatase im Vergleich zu anderen 
Organen des Rindes und ihre Lokalisation in den Zellen. Ferner wurde 
versucht, an Hand verschiedener Substrate ihre Spezifitat abzugrenzen. 

Dazu wurde die Aktivitait der beiden Phosphatasen in einer homo- 
genen Suspension von GroBhirnrinde oder Hemisphiirenmark des Rinder- 
his in der zehnfachen Menge 15-proz. Rohrzuckerlésung gegeniiber 


1 J. Roche, ,,Phosphatases“ in ,,The Enzymes‘, Vol. I, 1, 8. 473—510, 
Academ. Press. Inc. New York 1950. 

2 J. Roche u. H. Sarles, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 147, 1858 [1953]. 
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Phenolphthaleinphosphat bestimmt*, die Definition der Phosphatase. 
einheit (PhE) aber dahin geindert, da 10 Phosphataseeinheiten 1 y § 4; 
Phenolphthalein kolorimetrisch aquivalent sind, das in einem Gesamt- ff w 
volumen von 10 cem in 1 Stde. bei 37° in Freiheit gesetzt wird. oli 

In der gleichen Weise, auch 1:10 mit 15-proz. Saccharoselésung § }, 
verdiinnt, wurden in Homogenaten von Leber, Nierenrinde, Schleim. a 
haut aus Diinndarm und Dickdarm, Milchdriise, Thymus, Lunge und An 
Herzmuskel der Gehalt an alkalischer und saurer Phosphatase be. § jy, 
stimmt. Die gefundenen PhE wurden auf 1 mg Gesamtstickstoff be. , 
zogen. Fr 
Tab. 1. Phosphataseaktivitat in Organen des Rindes in Relation zum Stickstoff- bet 

gehalt (Homogenat 1:10 in 15-proz. Saccharoselésung). 
wu 
Organ Ges. N Alkal. Phosphatase | Saure Phosphatase § in | 
mg in 1 ccm 
Ult 
Dinndarmschleimhaut 1,4336 566 935 get 
Dickdarmschleimhaut .| 1,0252 8 233 sko 
Nierenrinde ...... 1,8746 496 : 490 kla: 
Milchdriise ...... 2,3372 323 249 
Thymus ....... 1,5852 257 167 i 
ae Sica y oe is 1,4932 122 195 sedi 
Herzmuskel . . ... . 0,7482 - 92 900 
Nass Sie 2,5142 39 214 ol 

(Nach 24 Stdn. 79) sole 

Gehirn Mik 
RIMM 5c susan: <! 0,7289 102 206 : 

ere ek a 0,9629 16 72 15-] 

die 

Tab. 1 zeigt, daB die Diinndarmschleimhaut weitaus am meistenf§ 8¢¢ 
Ferment enthalt. Die Schleimhaut des Dickdarms ist viel weniger Um 
aktiv. Daraus kann man entnehmen, da8 die Phosphatase der Diinn-§ set 
darmschleimhaut tatsichlich aus den Gewebszellen stammt und die 
Bakterienflora des Darmes nur wenig dazu beitrigt. Dem Diinndarn 
folgen vor allem Nierenrinde und Milchdriise. In den meisten Organeng—’ — 
iiberwiegt die saure Phosphatase die alkalische. 

Das Gehirn tritt etwas hinter den anderen Organen zuriick. An 
saurer Phosphatase enthilt es so viel wie die Leber, an alkalische~ —— 
Phosphatase betrichtlich mehr. Wahrend aber im Leberhomogenat,§ Kern 
wenn man es einen Tag bei +4° stehen lieB, die Aktivitat an alkalischely Misch 
Phosphatase auf das Doppelte anstieg, blieb sie im Hirnhomogenat eit 
bis zwei Tage etwa konstant und sank dann stetig ab, die an saute Mitoc 
Phosphatase rascher als die an alkalischer (saure Phosphatase nach viel Mikro 
Tagen —28%, alkalische —18%). Die weiBe Substanz des Gehirns ent 80! 
halt zwar die Fermente ebenfalls, aber in bedeutend geringerer Kon. owe 
zentration als die Rinde. Die Aktivitit an alkalischer Phosphatase bef Léslic 





triigt nur 16%, die an saurer 35% von der des Rindenhomogenats. 





3, Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399 [1945]. 
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Im fertigen Zuckerhomogenat des Hirngewebes nimmt, wie gesagt, 
die Phosphataseaktivitaét nicht mehr zu, sondern nach und nach ab. 
Wenn man aber die Rindenbréckchen vor dem Homogenisieren erst 
einige Stunden in der Kialte ablagern 1aBt, dann steigt im Gesamt- 
homogenat die alkalische Phosphatase zwar nur unwesentlich an, die 
saure dagegen nimmt um 14% zu. In der léslichen Fraktion ist der 
Anstieg der sauren Phosphataseaktivitait noch eindrucksvoller (um 56% 
und mehr). Das Maximum wurde nach 4 Stdn. erreicht. LieB man das 
Gewebe linger ablagern, 8 oder 24 Stdn., war die Aktivitat der léslichen 
Fraktion ebenfalls gegeniiber dem Ausgangswert im frischen Gewebe 
betrichtlich erhéht, doch nur noch um 40%. 

Um zu erfahren, wo die Fermente in der Zelle lokalisiert sind, 
wurde das Homogenat fraktioniert zentrifugiert. Erst wurden die Kerne 
in einer Zentrifuge (500 g) abgetrennt und dann der Uberstand in der 
Ultrazentrifuge (Spinco, Modell L, Rotor 40) wie iiblich weiter auf- 
geteilt. Nur die Kern- und die Mischfraktion bei 5000 U wurden mikro- 
skopisch gepriift. Die Partikelfraktionen wurden nicht mikroskopisch 
klassifiziert, da uns die notwendigen starken mikroskopischen VergréBe- 
rungen nicht zur Verfiigung standen. Nach A. B. Novikoff et al.4 
sedimentieren sich im Leberhomogenat in 30-proz. Rohrzuckerlésung bei 
9000 U/Min. (5000 g) nur noch wenige kleine Mitochondrien, dafiir aber 
schon viele Mikrosomen. Bei 12000 und 20000 U (8890 und 28700 g) 
sollen sich die gréReren und bei 40000 U (114000 g) die kleineren 
Mikrosomen niederschlagen. In der vorliegenden Arbeit wurde nur in 
15-proz. Rohrzuckerlésung gearbeitet. Daher ist zu erwarten, daB sich 
die Teilchen schon bei geringerer Geschwindigkeit absetzen, voraus- 
gesetzt, daB sie im Gehirn dasselbe Gewicht wie in der Leber haben. 
Um die Grenze zwischen den einzelnen Fraktionen nicht zu tief anzu- 
setzen, wurde nach dem Fraktionierungsschema der Tab. 2 verfahren: 


Tab. 2. Daten der Fraktionierung von Rinderhirnhomogenat. 





Zeit 
in Min. 


g 
Fraktion Umdrehungen/Min. (mittlere 
Erdbeschleunig.) 





1800 500 
Mischfraktion (Kerne, Myelin, 
Nisslschollen, Nervenfasern, 
Mitochondrien) 5000 1650 
Mitochondrien 10000 6590 


20000 26360 
mittlere 30000 59310 
kleine 40000 105400 
Uberstand von 40000 











4 A. B. Novikoff, E. Podber, J. Ryan u. E. Noe, J. Histochem. Cyto- 


chem. 1, 27 [1953]. 
9* 
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Zuerst muBte gepriift werden, ob die Kerne Phosphatase ent- 
halten. Dounce® will in Gewebsschnitten als auch in isolierten Zell. 
kernen alkalische Phosphatase in den Kernen nachgewiesen haben, wih- 
rend fiir Mirsky® die Kernfraktion erst dann als rein gilt, wen) sie 
keine Phosphataseaktivitiit mehr besitzt. Die gereinigten Kernpriip irate 
wurden wie friiher beschrieben hergestellt’. In Ansitzen von 1—1( Mil- 
lionen Kernen wurde weder auf alkalische noch auf saure Phosph tase 
eine positive Reaktion gefunden, auch nicht nach Zusatz von k.och. 
saft. Proben des urspriinglichen Homogenats, die gleichviel Stickstoff 
enthielten wie die Kerne, zeigten Aktivitaéten von 30 bis 120 Phh. 

Da die Kerne, wie friiher gezeigt, im wiBrigen Medium Substanz 
verlieren und sich auflésen’, besteht die Gefahr, daB auch das Ferment 
ausgetreten sein kénnte. Deshalb wurde das erste, rohe, noch nicht aus- 
gewaschene Kernsediment. gepriift. Hier fielen die Proben positiv aus, 
je nach der Vermengung mit den iibrigen Zellfraktionen, jedoch waren 
sie immer viel schwacher als in diesen letzteren. Demnach enthalten 
die Zellkerne wenig oder gar keine Phosphatase. 

Ausgedriickt in Prozenten der Aktivitaét des Gesamthomogenats 
ergab sich, sowohl fiir die graue als auch fiir weiBe Substanz, dal die 


Tab. 3. Prozentuale Verteilung der Phosphataseaktivitat in Zellfraktionen 
: aus Hirnrinde und GroBhirnmark. 
Die Werte fiir graue und weiBe Substanz wurden auf das gleiche Ausgangsvolumen 
von 715 cem berechnet. a: Phosphataseeinheiten; b: Prozent der Aktivitat des 
Gesamthomogenats. 





Graue Substanz (Rinde) WeiBe Substanz (Mark) 





Alkalische Saure Alkalische Saure 
Phosphatase | Phosphatase | Phosphatase | Phosphatase 


a | b - | >] es is 





Gesamthomogenat {47905 102510 8880 43 700 
Rohe Kernfraktion 2195 6 2015 2, — 1140 
Mischfraktion 5000 
(Myelin, Nerven- 
fasern, Kerne, 
Nisslschollen, 
Mitochondrien) 10235] 21, 17000 3,6 | 2390 10900 
Mitochondrien 10000 | 13075 oe 17950 7,5 | 1030 3130 
GroBe Mikrosomen 
20000 11810] 24, 8000 j 2080 3480 
Kleine Mikrosomen 
40000 6005 | 12.,i 2596 2,5 | 2150 2710 
Losliche Fraktion 1758} ; 36600 | 35, ee 26600 





Wiedergefundene eras . : wink = 
Phosphatase-Einh. 45078 i 84161 | 82,1 | 7650 5,9 147960 


5 A. L. Dounce, J. biol. Chemistry 147, 685 [1943]. 

6 V. Allfrey, H. Stern, A. E. Mirsky u. H. Saetren, J. gen. Physiol. 
35, 529; 35, 559 [1952]. 

7 KE. Albert u. K. Felix, Exp. Cell Res. 8, 523 [1955]. 





























Bd. 302 (1955) Phosphatase im Nervengewebe 133 


héchste Aktivitét an alkalischer Phosphatase in den Mitochondrien 
und Mikrosomen lokalisiert ist, wihrend die saure Phosphatase sich 
ganz iiberwiegend in der léslichen Fraktion findet. Die Mischfraktion 
yon 5000 U enthialt relativ viel alkalische und saure Phosphatase, da 
hier schon viele Mitochondrien, vielleicht sogar auch Mikrosomen sedi- 
mentieren und das Sediment, weil es diinnfliissig ist, noch stark mit 
der lislichen Fraktion durchtrankt ist. 





Graue Substanz (Rinde) Weige Substanz (Mark) 
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Abb. 1. Phosphataseaktivitat in Zellfraktionen aus Rinde und Mark des GroShirns 
in Relation zum Stickstoff. 


Wenn man die Phosphataseaktivitét auf den Stickstoffgehalt be- 
zieht und somit bestimmt, wo dem PhosphataseeiweiB am wenigsten 
anderes GewebseiweiB beigemischt ist, kommen noch feinere Unter- 
schiede zum Vorschein. Abb. 1 zeigt, daB die alkalische Phosphatase 
zwar auck in den Mitochondrien reichlich vorhanden ist, daB sie sich 
aber in bedeutend héherer Konzentration in den Mikrosomen findet. 
In den Mitochondrien der Hirnrinde iiberwiegt noch das saure Ferment 
das alkalische, was auch in den iibrigen Fraktionen der Fall ist. Lediglich 
in den Mikrosomen, und zwar vor allem in den gréBeren Mikrosomen, 
iiberragt die alkalische Phosphatase die saure und ist hier, auf Stickstoff 
bezogen, bedeutend aktiver als im Gesamthomogenat. Die saure Phos- 
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phatase bleibt auch bei Berechnung auf Stickstoff unverandert in der 
léslichen Fraktion lokalisiert. 

Abb. 1 zeigt die Verteilung der Phosphatase in den Zellfraktionen, 
Da im Nervengewebe verschiedene Zellarten nebeneinander vorkommen, 
bleibt noch zu entscheiden, in welcher Zellart oder sonstigen Gewebs. 
struktur die Phosphatase angereichert ist. Aus den Unterschieden 
zwischen grauer und weiBer Substanz ergeben sich gewisse Schliisse auf 
die Lokalisation im Gewebe. Die weile Substanz wird von der Masse 
der Nervenfasern gebildet und enthalt an zelligen Elementen vor allem 
Gliazellen neben den Zellen des Mesenchyms, jedoch keine Nervenzellen. 
Die Hirnrinde ist dagegen reich an Nervenzellen, waihrend die anderen 
Zellarten zuriicktreten. 

Die alkalische Phosphatase findet sich in der grauen wie in der 
weiBen Substanz in den Mikrosomen, doch in der weiBen so gering, daf 
der Hauptanteil der Aktivitaét an alkalischer Phosphatase aus den Par. 
tikeln der Nervenzellen stammen diirfte. Die saure Phosphatase dagegen 
ist in grauer und in weiBer Substanz stark in der léslichen Fraktion 
angereichert. Sie mu8 also aus Gewebselementen stammen, die in grauer 


und in weiBer Substanz gleichmaBig vorkommen und nicht an der. 


Struktur beteiligt sind. Am ehesten ist das der Saft der Nervenzellen 
und ihrer Fasern. 

In der wei8en Substanz ist die saure Phosphatase stirker konzentriert 
als in der grauen. Das geht einmal aus dem héheren Anteil der léslichen 
Fraktion an der Aktivitit des Gesamthomogenats hervor, der in der 
grauen Substanz 35% betrigt, in der weifen aber 61%. Zum anderen 
wird der Unterschied deutlich, wenn man die Aktivitaét auf Stickstoff 
bezieht. Danach ist in der léslichen Fraktion der weifen Substanz die 
Phosphatase zwei- bis dreimal so stark konzentriert als in der grauen 
(252 : 175, obwohl das Gesamthomogenat aus weiBer Substanz nur 1/, so 
aktiv ist als das Rindenhomogenat 206 : 71). Hieraus la8t sich entnehmen, 
daB die saure Phosphatase im Saft der Nervenfaser stirker angehiuft 
ist als in der Zelle. Sie kénnte also etwas mit der Erregungsleitung zu 
tun haben. 

Aus der Anreicherung der alkalischen und der sauren Phosphatase 
an getrenntem Orte ist zu schlieBen, daB sie unterschiedlich wirken und 
jede fiir sich ihre spezifische Aufgabe hat. Deswegen wurde ihre Wirkung 
auf verschiedene Substrate gepriift und versucht, ihre Spezifitat abzu- 
grenzen. Wir verwandten dazu die aktivsten Fraktionen, fiir die alkali- 
sche die Mikrosomen und fiir die saure die lésliche Fraktion. Die beiden 
Fraktionen wurden direkt beniitzt und nicht weiter gereinigt, um 
eventuelle Verinderungen der Fermente zu vermeiden. Die Mikrosomen 
wurden so gewonnen, da8 zuerst bei 10000 U die Mitochondrien entfernt 
und dann bei 30000 U die groBen und mittleren Mikrosomen zusammen 
abzentrifugiert wurden. Zwar enthalten diese Fermentpriparate aufer 
der Phosphatase noch andere Esterasen. Doch ist ihre phosphatatische 
Kraft, gemessen an Phenolphthaleinphosphat, so hoch, daB man sie fiir 
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die Spaltung der verschiedenartigen Phos- 
phatester verantwortlich machen darf. 

Bebriitet wurde 1 Stde. bei 37° in ver- 
schiedenen Puffern von px 4 bzw. 5 bis 
px 10 oder 11. Die gewahlten Substrate 
und der Mittelwert des bei jedem px von 
verschiedenen Fermentmengen freigesetz- 
ten Phosphats (bezogen auf Gesamtstick- 
stoff) sind aus Abb. 2 zu ersehen. 

Das alkalische Ferment in den Mikro- 
somen greift den gréBten Teil der an- 
gebotenen Substrate an, dagegen nicht 
DNS*, Serin-Kephalin und Casein. Es be- 
stehen aber deutliche Unterschiede in der 
Spaltungskraft. Am starksten wurde AMP 
angegriffen, was den Befund von Reis be- 
stitigt, daB das Nervengewebe eine sehr 
aktive 5-Nucleotidase enthalt®. Auf AMP 
wirkt das Praparat etwa achtmal stirker 
als auf Glycerinphosphat. Auch ATP wird 
deutlich angegriffen, aber nicht in solchem 
AusmaB. Die tibrigen Substrate wurden 





Abb. 2. Aktivitaét der alkalischen Phosphatase 
(Mikrosomen) und der sauren Phosphatase (lés- 
liche Fraktion) aus Hirnrinde gegen verschie- 
dene Substrate. 
pa 4 = Borax/Bernsteinsaure, 5—7 = Acetat, 
8 = Veronal/Salzsiure, 9—11 = Veronal/ 
Natronlauge 
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* Abkiirzungen fiir die Substrate: DNS = Desoxyribonucleinsiure, RNS = 


8 J. L. Reis, Biochem. J. 48, 548 [1951]. 


: Ribonucleinséure, AMP = Adenosin-5-phosphat, ATP = Adenosintriphosphat. 
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viel weniger stark aufgespalten. Hier bewegen sich die freigesetzten 
Phosphatmengen etwa in der gleichen GréBenordnung: zwischen 20 und 
70 yP/mgN. RNS, Glucose-6-phosphat wurden wenig, Serinphosphat fast 
gar nicht abgebaut. Das Optimum lag meist bei pa 9, vereinzelt auch 
bei px 10 und 8. Die phosphatatische Wirksamkeit der Mikrosomen, 
die, wie gesagt, vor allem den Nervenzellen zuzuschreiben sein diirfte, 
ist somit im alkalischen Milieu sehr vielseitig. Dadurch kénnen sich 
diese an der Glykolyse, am Stoffwechsel von Cofermenten und dem der 
RNS beteiligen. Die hohe Aktivitit der Mikrosomen gegeniiber Adenosin. 
5-phosphat hat vermutlich etwas mit den verschiedenen Leistungen der 
Ganglien- und Gliazellen zu tun. Der Umsatz an AMP ist in der Gan. 
glienzelle vielleicht deswegen héher, weil diese im Gegensatz zur Glia- 
zelle den langen Neuriten zu ernihren und auBerdem Erregungen zu 
leiten, also Energie zu produzieren und zu iibertragen hat. 

Die saure Phosphatase der léslichen Fraktion hat von den 14 an. 
gebotenen Substraten nur eines regelmaig, wenn auch nicht sehr stark 
angegriffen, namlich Casein. Dieses kann natiirlich nicht das physio. 
logische Substrat sein, wohl aber andere Phosphoproteide, die nach 
Lissowskaja® im Zentralnervensystem vorkommen sollen. Ein weiteres 
Phosphoproteid, das sich im Nervengewebe angereichert findet, ist 
Cholinesterase1® 4. Ferner kiime auch noch das hypothetische Lipo. 
proteid aus ‘Serin-Kephalin und Protein in Betracht}?. Angebotenes 
Serin-Kephalin, das uns Herr Professor K]enk liebenswiirdigerweise zur 
Verfiigung stellte, wurde jedoch nicht aufgespalten. Auch freies Serin- 
phosphat wurde nicht angegriffen. 

Befunde aus anderen Organen deuten jedoch darauf hin, daB die 
saure Phosphatase auch im Nervengewebe die gleiche universelle Auf- 
gabe wie dort hat. Die saure Phosphatase aus Milz und aus Prostata 
verhalt sich naimlich ebenfalls gegen die meisten der angebotenen Sub- F 
strate inaktiv und greift nur Casein und Ovovitellin an1*. Danach scheint | 
es die Aufgabe der sauren Phosphatase zu sein, Phosphoproteide ab- 
und vielleicht auch aufzubauen, bzw. eine Bindung des EiweiBes an F 
Phosphorsiure zu lésen. In den Seidendriisen von Spinnen und Raupen 
ist die Phosphatase nur im sezernierenden Zellsaum angereichert, gerade F 
in dem Teil der Zelle, der frei von RNS ist. Aus diesen und ahnlichen 
Beobachtungen schioB man, da die Phosphatase eine zur Eiweib- 
synthese notwendige Bindung an Plasma-Nucleinsiure aufspalten mub™. F 

® N. P. Lissowskaja, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 95, 1033 [1954]; Ref. Chem. 
Zentralbl. 1955, 4130. 

10 M. Flavin, J. biol. Chemistry 210, 771 [1954]. 

11 N. K. Schaffer, St. C. May u. W. H. Summerson, J. biol. Chemistry F 
206, 201 [1954]. : 

12 EK. Klenk, ,,Der chemische Aufbau der Nervenzelle und der Nervenfaser” F 
in ,,Die Chemie und der Stoffwechsel des Nervengewebes“. Springer 1952, S. 27. F 

13 T, A. Sundararajan u. P.S. Sarma, Biochem. J. 56, 125 [1954]. 

14 W. M. Foote u. C. A. Kind, Arch. Biochem. Biophysics 46, 254 [1953]; F 
J. R. G. Bradfield, Quart. J. Microscop. Sc. 92, 87 [1951]; J. Bradfield, Biol. 
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Die saure Phosphatase findet sich vorwiegend in Zellen mit hohem 
EiweiBumsatz. So ist sie in neugebildeten oder phagocytierenden Zellen 
angereichert?>. In der Prostata als Driisenorgan muB viel EiweiB neu- 
gebildet werden. Ebenso wird in der Nervenzelle stindig EiweiB syn- 
thetisiert, vermehrt bei verstarkter Titigkeit®. Nach Durchtrennung 
des Neuriten macht die Nervenzelle machtige Anstrengungen, durch 
umfangreiche EiweiBproduktion den Defekt wieder auszugleichen!’. 
Gleichzeitig vermehrt sich die saure Phosphatase in der Nervenzelle be- 
trichtlich 18, 

Danach scheint die saure Phosphatase genau wie in anderen Zellen 
so auch in der Nervenzelle fiir die EiweiBneubildung notwendig zu sein, 
sei es, daB tatsichlich Phosphoproteide gebildet werden, oder daB die 
EiweiBk6rper tiber phosphorylierte Zwischenverbindungen, speziell iiber 
eine Bindung an Nucleinsdure, aufgebaut werden. 


Beschreibung der Versuche 
Bereitung der Homogenate und Fraktionen 


Es wurden die Gehirne von Rindern verwendet, die durch Schachten oder 
durch GenickschuB getétet worden waren, weil aus diesen das Blut sich am besten 
ausspiilen 148t. Das Entbluten des Gehirns und das Bereiten des Rindenhomogenats 
wurden wie friiher beschrieben durchgefiihrt (1: 10 mit 15-proz. Rohrzuckerlésung 
verdiinnt’). Ebenfalls aus entbluteten Gehirnen wurde das Hemispharenmark in 
kleinen Bréckchen herausgelést und in gleicher Weise ein Homogenat bereitet. 

Die Kerne aus dem Rindenhomogenat wurden, wie friiher beschrieben, durch 
Einlegen Behrensscher Sperrschichten!® und Auswaschen gereinigt. Die iibrigen 
Fraktionen wurden ungereinigt verwendet. Nur die Mikrosomen, die im spateren 
Teil der Versuche zwischen 10000 und 30000 U gesammelt wurden, um als Ferment- 
konzentrat der alkalischen Phosphatase verwendet zu werden, wurden einmal mit 
Rohrzuckerlésung gewaschen. Die einzelnen Fraktionen wurden bei den in Tab. 2 
angegebenen Umdrehungszahlen gewonnen. 

Wahrend die Kernfraktion stets nur ein geringfiigiges Sediment darstellte, 
war die Mischfraktion bei 5000 U immer recht umfangreich. In einem unteren 
Anteil setzten sich die festeren Bestandteile wie Kerne, Zelltriimmer, Nisslschollen 
ab, wihrend dariiber eine dicke, weiBe, leicht herausflieBende Schicht von Myelin 
stand. Die Mitochondrien waren braunlich-gelb, die Mikrosomen weiBlich-gelb und 
schwach durchsichtig. Die letzte Fraktion bei 40000 U war starker transparent. 
Je héher die Umdrehungszahl anstieg, um so weniger Sediment setzte sich mehr ab. 
Die lésliche Fraktion war wasserklar, nur spurweise gelblich und neigte zur Schaum- 
bildung. In der grauen Substanz stellte die lésliche Fraktion 77° des Gesamt- 
homogenats dar, in der weiBen Substanz 70%. 

Rev. Cambridge philos. 25, 113 [1950]; J.S. Roth, Nature [London] 174, 129 
{1951}. 

15 K. K. Tsuboi, H. O. Yokoyama, R. E. Stowell u. M. E. Wilson, 
Arch. Biochem. Biophysics 48, 275 [1954]; W. Strauss, J. biol. Chemistry 207, 
745 [1954]; W. L. Doyle, Amer. J. Anatomy 87, 79 [1950]. 

16 T. Caspersson, Naturwissenschaften 28, 514 [1940]. 

17 H. Hyden, Acta physiol. scand. Vol. 6, suppl. XVII, Stockholm [1943]; 
P. Weiss u. H. B. Hiscoe, J. exper. Zoology 107, 315 [1948]. 

18 W. K. Smith, Anatom. Rec. 102, 523 [1948]. 

19 M. Behrens, diese Z. 209, 59 [1932]. 
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Bestimmung der Phosphataseaktivitat nach Huggins und Talalay? 

Die Methode wurde auf Vorschlag von Dr. H. J. Hiibener dahin modifiziert, 
daB das Substrat-Puffergemisch doppelt konzentriert angesetzt wurde. Dadurch 
wachst das fiir das Fermentpriparat freigehaltene Volumen von 0,5 auf 3,0 ccm, 
ohne daB das Gesamtvolumen von 10 ccm verandert wird. Das Ferment wurde jn 
unterschiedlichen Mengen angesetzt und auf das erforderliche Gesamtvolumen mit 
15-proz. Rohrzuckerlésung aufgefiillt. 

Ebenfalls ist Dr. Hiibener der Vorschlag zu danken, den Farbreaktionspuffer 
in seine beiden Bestandteile Na-Pyrophosphat und Glykokoll-NaOH-Puffer auf. 
zuteilen, die dann beide doppelt konzentriert angesetzt und in halber Menge zu. 
gefiigt werden. Auf diese Weise kann man nach der Bebriitung durch Zusatz von 
Na-Pyrophosphat in den Proben die Reaktion sofort unterbrechen (unterstiitzt 
durch Abkihlung) und ist nicht gezwungen, gleich abzulesen. Auch nach einigen 
Stunden haben sich die Werte nicht verindert. Erst kurz vor dem Ablesen setzt 
man den Glykokoll-NaOH-Puffer zu. 

Von jedem untersuchten Gehirn wurden von jeder Fraktion drei verschiedene 
Konzentrationen auf saure und drei auf alkalische Phosphatase angesetzt. Empirisch 
ergab sich, daB folgende Mengen in ccm von jeder Fraktion mittlere Farbwerte 


ergaben: 
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Die abgelesenen Extinktionswerte wurden mit Hilfe der linear verlaufenden 
Kurve fiir freies Phenolphthalein in y Phenolphthalein verwandelt. Die Menge frei- 
gesetzten Phenolphthaleins verliuft nicht linear zur Fermentkonzentration®, da 
von der Diphosphorsiureverbindung des Phenolphthaleins haufig erst 1 Mol. 
Phosphat abgespalten wird und dieses Produkt sich noch nicht durch die Farbung 
zu erkennen gibt®°. Das Verhaltnis des freigesetzten Phenolphthaleins zu der 
Fermentkonzentration soll aber dennoch eine Gerade ergeben, wenn man sie doppelt 
logarithmisch auftrigt. Nach den hier erworbenen Erfahrungen kann das nicht 


Parabel verlauft. Das hat sich in 10 Versuchen gleichmaBig gezeigt. 
Um fehlerhafte Ablesungen durch Triibung (Partikel oder beim Bebriiten 
denaturiertes EiweiB) zu vermeiden, wurden alle Proben vor dem Ablesen erst in 


wurde ein unbebriiteter Kontrollwert angesetzt, gegen den photometriert wurde 


(elektrisches Photometer Elko). 
Zum besseren Vergleich wurden die abgelesenen Phosphataseeinheiten auf den 


Gesamtstickstoff-Gehalt der Fermentprobe bezogen. Diese verhalten sich bei ver- 
schiedenem Fermentgehalt in etwa gleich. Aus den drei Werten wurde das Mittel 
’ brittung 


gezogen. 
Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldah! bestimmt. 


Die einzelnen Gehirne unterscheiden sich etwas in ihrem Stickstoffgehalt. Die 


auf Stickstoff bezogenen Phosphatase-Einheiten verainderten sich damit ebenfalls 
20 K. Linhardt u. K. Walter, diese Z. 289, 245 [1952]. 
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yon Fali zu Fall. DaB sich aber auch der Fermentgehalt an sich in den verschiedenen 
Gehirnen unterscheidet, unabhangig vom Stickstoff, sieht man, wenn man die 
Phosphatase-Einheiten im gleichen Volumen des 1:10 verdiinnten Homogenats 
vergleicht. Im Gesamthomogenat schwankte in acht Bestimmungen der Gehalt an 
alkalischer Phosphatase in 0,75 com zwischen 42 und 78 PhE und der Gehalt an 
saurer Phosphatase in sieben Bestimmungen in 0,6 ccm zwischen 74 und 112 PhE. 
Inder léslichen Fraktion variierte in neun Bestimmungen der Wert fiir die alkalische 
Phosphatase in 3,0 com zwischen 7 und 41 PhE. Die saure Phosphatase in der lés- 
lichen Fraktion bewegte sich in 1,2 ccm in vierzehn Bestimmungen zwischen 
59 und 113 PhE. 

Um den prozentualen Anteil zu bestimmen, den jede Fraktion an der Gesamt- 
aktivitit hat, wurden zunachst das Gesamthomogenat und der Anteil davon, mit 
_ dem die Ultrazentrifuge beschickt wurde, gemessen. Nach jedem Zentrifugieren 
wurde die GréBe des Niederschlags bestimmt. Sie ergibt sich aus der Differenz der 
eingefiillten Fliissigkeit zum verbliebenen Uberstand. Jedes Sediment wurde auf 
ein bestimmtes Volumen mit Rohrzuckerlésung aufgefiillt und darin die Aktivitat 
an Phosphatase gemessen. 


Bestimmung der phosphatatischen Aktivitat der Mikrosomen 
und der léslichen Fraktion gegen verschiedene Substrate 


: Es wurden 14 verschiedene Substrate gewahlt: Adenosin-3-phosphat, Adenosin- 

5-phosphat, ATP-4Na, ATP-2Ba, Na-f-Glycerophosphat, Glucose-6-phosphat, 
Fructose-1.6-diphosphat, RNS, DNS, DPN, Aneurinpyrophosphat, Casein, Serin- 
| phosphat, Serin-Kephalin. 

Sie wurden in 0,002-m. Lésung (auf P bezogen) dem Ferment angeboten. Die 
errechnete Menge wurde abgewogen und in Puffern von verschiedenem pq gelést. 
_ px 5, 6 und 7 fiir die lésliche Fraktion und py 7, 8, 9 und 10 fiir die Mikrosomen 
wurden regelmaBig gepriift, ab und zu auBerdem noch pq 4 und 11. Fiir die saure 
und neutrale Reaktion von py 5—7 wurde der bei Huggins und Talalay® an- 
- gegebene 0,2-n.Na-Acetat-Essigsiurepuffer hergestellt und durch Zugabe von 
' Natronlauge oder Essigsiure auf das gewiinschte px eingestellt. py 8—11 wurden 
- aus dem ebendort angegebenen 0,1-m. Veronalpuffer bereitet und durch Zugabe 
von Salzsiure oder Natronlauge auf die erforderliche py-Stufe gebracht. Fiir py 4 
_ wurde ein Borax-Bernsteinsiurepuffer verwendet*!, der auch als Ubergangsstufe 
zum Acetatpuffer in der Starke py 5 gepriift wurde. Da der Veronal-Salzsiure- 
» Puffer erst von py 8,5 aufwarts stabil bleibt, muBte dieser Wert fiir die py-Stufe 8 
- verwendet werden. 


: Auf je 2,5 ccm der Substrat-Pufferlésung wurde das Fermentpraparat in drei- 
' facher Konzentration einwirken gelassen. Von der Mikrosomenfraktion wurden 
» 0,2, 0,4 und 0,6 ccom zugesetzt, von der léslichen Fraktion 1,0, 1,3 und 1,6 ccm. 
_ Fir das Ferment war ein Volumen von 3,0 ccm offengehalten. Der nicht bendtigte 
' Raum wurde mit 15-proz. Saccharoselésung auf 6,0 ccm aufgefiillt. Bebriitet wurde 
1Stde. bei 37°. Serin-Kephalin wurde in einem anderen Versuch auch 100 Min. 
' bebriitet, ohne daB es aufgespalten wurde. Die Reaktion wurde neben Abkiihlen 
durch Zusatz von 6,0 ccm 14-proz. Trichloressigsiure unterbrochen. Vom Filtrat 
' wurden von jeder Probe 1,5 ccm abpipettiert und darin mit Zinn(II)-chlorid das 
_ anorganische Phosphat bestimmt (Methode nach Kuttner und Lichtenstein”). 
Die blaue Farbe wurde im elektrischen Photometer Elko gemessen. 
Vor und nach Bebriitung wurde in der Fermentfraktion und im Substrat 


‘allein der Gehalt an anorganischem Phosphat bestimmt. Von dem bei der Be- 
 brittung aus dem Substrat freigesetzten Phosphat muBte erst der Leerwert des 


a *1 K. Hinsberg u. K. Lang, ,,Medizinische Chemie“, Urban u. Schwarzen- 
_ berg, Miinchen u. Berlin 1951, S. 86. 
PS 2 T. Kuttner u. L. Lichtenstein, J. biol. Chemistry 86, 671 [1930]. 
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bebriiteten Substrats und der des bebriiteten Fermentes abgezogen und dann mit 
8 multipliziert werden, um den Wert fiir das Gesamtvolumen von 12 cem zu erhalten, 

Die einzelnen Substrate unterscheiden sich betrachtlich in ihrem Leerwert an 
anorganischem Phosphat. Unter der Bebriitung nahm er nicht zu. Im Volumen 
von 12 ccm stieg er nie um mehr als 2 y an. 

Was den Phosphatgehalt der Fermentfraktion anbetrifft, so war er in der 
léslichen Fraktion betrachtlich héher als in den Mikrosomen. Er variierte von 
Gehirn zu Gehirn. In der unbebriiteten léslichen Fraktion schwankte das an. 
organische Phosphat bei konstantem Volumen (1,3 ccm) zwischen 19 und 29 y P. 

In den unbebriiteten Mikrosomen variierte der P-Gehalt im gleichen Volusi 
(0,4 com) in 9 Bestimmungen zwischen 2 und 12 y P. 

Unter der Bebriitung nahm in der léslichen Fraktion der Phosphatgehalt nu 
unbedeutend zu. 56% blieben gleich und 35%, der Bestimmungen stiegen an, je. 
doch nur einmal um 24%, in den meisten Fallen blieb der Zuwachs unter 10°, 

In den Mikrosomen nahm unter der Bebriitung der Gehalt an anorganischem 
Phosphat starker zu. In ered Hohe blieben nur 28%. Dagegen nahm das an. FF 
organische Phosphat in 57% der Bestimmungen zu, in einigen Fallen betrug der 
Zuwachs bis zu 50%, meist jedoch zwischen 20 und 30%. 


Zusammenfassung ~ 


Der Gehalt an saurer und alkalischer Phosphatase der GroBhirn. F 
rinde des Rindes entspricht etwa dem der Leber. Die weiBe Substam — 
des Hemisphirenmarks ist viel irmer, besonders an alkalischer Phos. 
phatase. ; 
Die Zéllkerne enthalten wenig oder gar keine Phosphatase. Die} 
Hauptaktivitét des alkalischen Fermentes liegt in den Partikeln, vo} 
allem in den gréBeren Mikrosomen. Die saure Phosphatase ist in de> 
léslichen Fraktion lokalisiert. 

Aus den Unterschieden zwischen grauer und weiBer Substanz kann 
man schlieBen, daB die alkalische Phosphatase vor allem aus den Pa. 
tikeln der Nervenzellen stammt, wihrend sich die saure Phosphatase inf 
Saft der Nervenzellen und -fasern angereichert findet. i 

Angebotene Phosphatester wurden in groBer Zahl von den Mikro.f 
somen der grauen Substanz abgebaut. Die alkalische Phosphatase scheint F 
in der Zelle am Zucker- und Nucleinsiurestoffwechsel sowie an def 
Phosphorylierung von Fermenten beteiligt zu sein. Ihre erste Aufgabe> 
aber liegt vermutlich im Energiestoffwechsel, da sie vor allem sehr aktir> 
gegen Adenosin-5-phosphat ist. : 

Die saure Phosphatase baute lediglich Casein ab und stimmt dariif 
mit dem Ferment aus anderen Organen iiberein. Ihre Aufgabe diirftee 
vorwiegend mit dem in der Nervenzelle sehr lebhaften EiweiBumsatif” 
verkniipft sein. 


Summary 


The acid and alkaline phosphatase content in the cerebral corte} 
of the cow is approximately equal to that of the liver. The white mattep 
of the cerebral hemispheres has a much lower content particularly of 
alkaline phosphatase. . 
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The cell nuclei contain little or no phosphatase at all. The main 
activity of the alkaline enzymes is in the particles and especially in the 
larger microsomes. The acid phosphatase is localized in the soluble 
fraction. 

It may be concluded from the differences between the gray and 
white matter that the alkaline phosphatase originates mainly from the 
particles of the nerve cells while the acid phosphatase accumulates in 
the fluid of the nerve cells and fibres. 

Supplementary phosphate esters are mostly degraded by the micro- 
somes of the gray matter. The alkaline phosphatase in the cells appears 
to be involved in the sugar and nucleic acid metabolism as well as in 
the phosphorylation of enzymes. Its primary function however probably 


| lies in the energy metabolism as it is very active towards adenosine- 
| 5-phosphate. 


The acid phosphatase only degrades casein and in the respect 


corresponds with the enzyme from other organs. Its function is probably 
' concerned mainly with the protein turnover which is very vigorous in 
' the nerve cells. 
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Uber den Stoffwechsel yon Zahnkeimen 
und Zahnsacken von Hunden, gepriift mit Ca 


Von 


Oskar Eichler, Ilse Appel und Reinhold Ritter 


Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik (Leiter Prof. Dr. O. Eichler) 
und der Klinik fiir Mund-, Zahn- und Kieferkrankheiten (Direktor Prof. Dr. Dr. Ritter) 
der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1955) 


Wihrend beim Hunde — ebenso wie beim Menschen — noch ein 
Milchgebi8B besteht, sind, im Kieferknochen versenkt, die Zahnanlagen 
fiir das permanente Gebi8 schon vorhanden. Die Art ihrer Verkalkung 
entscheidet iiber das spitere Schicksal des Zahnes, tiber seine Festigkeit 
und die spitere Anfilligkeit fiir Caries. Deshalb hat der Stoffwechsel 
der Zahnanlagen eine unmittelbar sichtbare praktische Bedeutung. 
Dariiber hinaus ist er auch von theoretischem Interesse fiir die Ver- 
kalkung iiberhaupt. 

Ein Hartgewebe ohne Blutversorgung ist scharf getrennt von einem 
Weichgewebe, einer Zellschicht, die wiederum durch ein gallertartiges 
Gewebe begrenzt wird. Zur Illustration geben wir auf den Abb. 1 und? 
die histologischen Verhiltnisse wieder. Uns interessierte vor allem die 
gallertartige Grundsubstanz (eingelagert in ein sehr lockeres Netz von 
Bindegewebszellen), die wir genauer Analyse unterzogen. Wenn das 
Dentin durch eine Schicht von Zellen begrenzt wird, die die Einlagerung 
von Knochensalzen lenkt und ordnet, so werden diese wiederum ver- 
sorgt aus dem Bestande jener gallertigen Grundsubstanz, die selbst nu 
von sparlichen Blutgefaéfen durchflossen ist. Lange Diffusionswege 
miissen zuriickgelegt werden, bis Ca und PO, an die Stelle ihres Ein. 
baues gelangen, langere Wege als in irgend sonstigen Organen, es sei 
denn in manchen bindegewebigen Organen, wie zum Beispiel in Knorpel. 

Unter diesen Bedingungen kann die Ablagerung oder der Austausch 
von radioaktiver Substanz leichter kontrolliert werden und ist iiber- 
sichtlicher als im Knochen des Skeletts. Eine erste Versuchsreihe haben 
wir bereits mit ®2PO, ausgefiihrt!. Die Kompliziertheit des Phosphat- 
stoffwechsels bringt uns dazu, einigen in der ersten Publikation auf- 
tauchenden Problemen mit 4°Ca gerecht zu werden. 


1 QO. Eichler, I. Appel u. R. Ritter, Dtsch. zahnarztl. Z. 8, 605 [1953]. 
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Schmelz 
Dentin 


Zahnsdckchen 


Pulpa 


Mandibularkanal 


Abb. 1. Zahnkeim eines jiingeren Tieres. Man sieht die Lagerung im Zahnsackchen. 

Bei der weiteren Entwicklung wird der Raum um den Schmelz enger, schlieBlich 

legt sich die auBere Zellschicht dicht an die Schmelzoberflache an. Die weiBe 

Spalte zwischen Schmelz und Dentin ist ein Kunstprodukt, entstanden wahrend 
der Anfertigung des Schnittes. (Vergr. 3,4-fach.) 


Dentin 


=~ Schmelz 


——- Zahnsickchen 


re he 


Abb. 2. Kleiner Ausschnitt aus der Zahnanlage eines Hundes von 3 Monaten. 
(Vergr. 42-fach.) 
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Methodik* 


Als Versuchstiere waren nur Hunde geeignet, die ein MilchgebiB entw ickel; 
und geniigendes Material zur Analyse liefern. Wir injizierten “Ca bei 5 ‘“ierey 
24 Stdn., in zwei Versuchen 5'/, Tage vor der Tétung der Tiere. Kurz vor dei. Tod 
entnahmen wir Blut durch Herzpunktion. Es wurde durch einige Kérnchen Vet ren** 
ungerinnbar gemacht und das Plasma abzentrifugiert. Von der Compacta des Unter. 
kiefers entnahmen wir eine Probe zum Vergleich. 

Durch sorgfaltige Praparation gewannen wir die im Zahnsack befindiichen 
Zahnkeime. Diese wurden in folgende Teile zerlegt: 

1. Verkalkte Zahnkeime. Einige verwandten wir zur chemischen Gesamtanalys 
und zur Messung der Radioaktivitét. Der iiberwiegende Teil diente zu Ab. 
lésungsversuchen, die sich schon friiher als aufschluBreich erweisen hatten (s.u,), 

2. Zahnsacke. Ein Teil wurde verascht, cin weiterer ultrafiltriert, meist in zwei 
Fraktionen mit getrennter Analyse. Ein dritter Teil mit 10°, TCE (Trichlor. 
essigsaure) extrahiert. In drei Versuchen lag die auBere Schicht des Zahnsacks 
in Form von feinen Hautchen direkt dem Schmelz an. Diese Hautchen wurden 
gesondert analysiert. 

Nach Feststellung des Trockengewichtes wurde in Platintiegeln verascht. Die 
Temperatur des Muffelofens wurde allmahlich gesteigert und etwa 2 Stdn. bei 400! 
gehalten. Die Proben wurden einige Male mit aqua dest. befeuchtet; durch kurzes 
Erhitzen auf 650—700° wurde eine weife Asche gewonnen. Zur P-Bestimmung 
benutzten wir die bei Hinsberg-Lang? angegebene Reduktion mit Amidol zu 
Molybdanblau. Messung im Beckman-Spektrophotometer bei 725 my. Stets w urde 
eine neue Eichkurve aufgenommen. . 

Ca wurde mit Oxalat gefallt, auch nach den Vorschriften von Hinsberg. 
Lang. Nach der Titration wurde soviel inaktives Ca zugesetzt, daB sich stets in 
der Analyse 1 mg Ca befand. Filtration auf der Nutsche. Das kleine Filter wurde 
mit ganz wenig Vaselin auf Aluminiumschilchen geklebt. Das Papier blieb glatt, 
der Niederschlag war auf einer gleichen Flache verteilt, so daB die Selbstabsorption 
5% betrug. Messung der Aktivitat: die Messung wurde bis tiber 6000 Impuls 
fortgefiihrt. Der Fehler betrug also héchstens 1,3°,. Haufig muBte dabei, wem 
die Aktivitaét gering war, 12 Stdn. an einem Priparat gezihlt werden. Dabei wurde 
30 Min. Nulleffekt, 30 Min. Praparat, 3 Min. Standard im Cyclus gemessen, um 
die Schwankungen des Nulleffekts gleichfalls herabzudriicken. 

Die Resultate wurden auf die gegebene Gesamtdosis als Prozentsatz pro mg 
analysierten Calciums berechnet (spezif. Aktivitat). 

In unseren Experimenten messen wir in erster Linie Diffusionen. 
Nach der Bedeutung der Diffusionskoeffizienten in der Entwicklung der 
statistischen Mechanik verhalten sich die Beweglichkeiten wie die 
Quadratwurzeln der Atomgewichte. Das ergiibe fiir Ca einen Fehler 
von 6%. Dieser wird kleiner bei Hydratation. Wir haben diesen Effekt 
nicht beriicksichtigt. Da das inaktive und das aktive Ca sich nach rein 
statistischen Gesetzen bewegen, ist das Ma fiir das Eindringen die 
spezifische Aktivitit. Ihr Abnehmen oder Zunehmen, d. h. ihr Gradient, 
gibt die im Moment der Tétung vorhandene Intensitit und die Richtung 
der Diffusion unter der Voraussetzung, dafs das gemessene Ca frei be- 
weglich ist. Unsere anschlie2enden Ergebnisse erlauben den Schlub. 
daB ein Teil nicht beweglich in Kristalle eingefiigt wird. 

* Die Experimente wurden durch die Hilfe der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft erméglicht. 

** Das Vetren verdanken wir der Firma Promonta (Hamburg). 

2 K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, 2. Aufl., Urban & Schwar- 


zenberg, Miinchen u. Berlin 1951. 
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Analytische Ergebnisse 


Tab. 1. Durchschnittswerte von 14 Hunden (Ultrafiltrate von nur vier Tieren). 





Zahnsicke Plasma Zahn- | Kiefer- Zahn- 
Frischgew. Ultrafiltrat kappen | knochen | hautchen 
mg/g mg/m | mg/g mg/g mg/g 





Trockengew. 78,6 670,0 757,0 208 
Asche 6,76 452,0 478,0 15,0 
P 0,723 0,270 0,0818 76,5 82,8 1,89 
= 71% d. TCE 
Ca 0,265 0,0562 0,1464 170,5 177,1 2,13 
= 19,2% d. TCE 
Ca/P 0,357 0,200 2,25 2,13 1,06 














Wir ersehen aus Tab. 1, daB die Konzentration des im TCE-Extrakt 
enthaltenen Phosphors héher ist als im Ultrafiltrat. Man darf daraus 
vermuten, daB tatsichlich ein Teil des Phosphats gefallt mit Kalksalzen 
vorliegt. Der Vergleich des Gehaltes der Ultrafiltrate mit dem Wert des 
Plasmas ergibt eine etwa dreifache Konzentration des Phosphats in den 
Zahnsicken. Es besteht die Méglichkeit, daB leicht spaltbare Phosphat- 
ester durch Fermente zersetzt wurden. 

Beim Calcium ist die absolute Konzentration in der Asche auch 
héher als die Gesamtmenge des Ca im Blutplasma. Wenn man jedoch 
die Ultrafiltrate vergleicht, zeigt sich etwa der gleiche Wert, weil Ca 
in hdherem Ausmafe in den Zahnsicken an EiweiB gebunden ist als 
im Blutplasma. 

Die Zahnhautchen, die vorwiegend aus Zellen bestehen, fallen durch 
ihren hohen Ca-Gehalt auf. 


Aktivitaten 
Die gemessenen Werte der Organe zeigt Tab. 2. 
Tab. 2. Radioaktivitat der Organe in 10-4 % der Gabe pro mg Ca (spezif. Aktivitat) 





Zahnsick 
Vers.-Nr. B ’ sided Zahn- Alter der Hunde 


| kappen 





gesamt| UF 





26,6 8,16 | 11 Wochen | .. 
98,7| 42,4| 5,7 | 14 Wochen } arviaiacel 
30,6 | I 33,0 9,78 | 11 Wochen 


ein W urf 


25,9 7,22 | 12% Wochen 


37,1 11,50 | 12% Wochen ) ... w 
1 (5% Tage) 32.2 16,82 | 1514 Wochen \ ein. Wurf 
)(6 Tage) 10,0 8,4 13 Wochen 


























* UF = Ultrafiltrat 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 302 10 
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Von diesen Zahlen sind nur einige Punkte hervorzuheben. 

1. Die spezifische Aktivitat des Plasmas und des Ultrafiltrats ist 
hdher als die des Knochens (beim Versuch 10 etwa gleichgroB). Das ist 
aus der Unzugiinglichkeit der tieferen Schichten der Kristalle, wie von 
Neumann? u.a. auch in Versuchen selbst in vitro dargetan werden 
konnte, durchaus zu erwarten. Ebenso ist zu erwarten, daB die Auf. 
nahme in die nicht durchbluteten Zahnkeime noch schlechter ist. Nur 
nach Verlauf von 51/, Tagen nihern sich die Werte einander. 


2. Auch die spezifische Aktivitat der Zahnsicke ist niedriger als 
die des Plasmas, auBer bei Versuch 9. Diese Zahnsicke bestanden aber 
aus einer sehr starren Materie, bei der die Diffusion sehr viel schlechter 
sein muBte. Ihr Ca-Gehalt war auch eindeutig héher. Hier konnte sich 
eine héhere spezifische Aktivitaét halten, die in friiheren Phasen des 
Versuchs durchlaufen wurde. 

3. Abgesehen von einem Versuch 5 war die Aktivitét des Ultra. 
filtrats der Zahnsackflissigkeit niedriger oder nur gleich hoch als 
die der Gesamtzahnsicke. 


Abléseversuche 


Die Zahnkeime zeigten eine niedrigere Aktivitaét als die um- 
spiilende Zahnsackfliissigkeit. Jedoch war anzunehmen, da8 innerhalb 
der Zahnkeime ein Gradient bestehen miisse. Wir haben deshalb wie 
friiher die einzelnen Schichten abzulésen versucht. 


Methode: Zuerst wurden von den Zahnkeimen die evtl. angesetzten Wurzeln 
entfernt, so daB nur die Kronen iibrig blieben. Die Pulpahéhle war breit offen, 
das heiBt, die Wurzeln waren noch nicht voll ausgebildet. Dann wurden sie, ent- 
weder innen oder auBen, sorgfaltig mit einem in der Zahnheilkunde benutzten 
Wachs abgedeckt. Die Zihne wurden dann einzeln oder zu mehreren gemeinsam 
fiir eine bestimmte Zeit in n/2-H,SO, hineingelegt und darin bewegt. Die Saure 
léste — wie wir an angefertigten Schliffen sehen konnten — schichtweise die Apatit- 
kristalle auf. Um die Zirkulation auch bei den Zaihnen, bei denen die inneren 
Flachen (Dentin) aufgelést wurden, zu unterhalten, wurde die Saure durch kleine 
gebogene Pipetten aus der Zahnhéhle angesogen und wieder zuriickgegeben. Nach 
der beabsichtigten Zeit (2--20 Min.) wurden die Zahne aus der Lésungsfliissigkeit 
in die im nachsten Platintiegel befindliche n/2-H,SO, hineingelegt. Bis zu sieben 
Passagen wurden ausgefiihrt. In den erhaltenen Lésungen wurden einzeln Ca und P 
in Doppelbestimmungen analysiert. 

Nach AbschluB dieser Prozedur wurden die Oberflichen gemessen. Dazu 
wurde die Oberflache mit einer durch Erythrosilin gefarbten Lésung von Kollodium 
elasticum bestrichen. Dabei bildet sich eine Haut, die leicht briichig ist. Um das 
zu vermeiden, haben wir der atherischen Lésung noch etwas Ricinusél zugesetzt. 
Trotzdem durfte man nicht zu lange warten. Die erhaltenen Hautchen wurden 
sorgfaltig auf einem Millimeterpapier ausgebreitet und so gemessen. Auch diese 
Prozedur haben wir je zweimal ausgefiihrt, fanden aber nie Werte, die mehr als 
um 10% differierten. Wir nahmen den Durchschnitt. Auf diese Weise lieBen sich 
die auBeren Flachen relativ leicht messen, nicht aber die inneren. Bei diesen wurde 
das Innere der Zahne mit einer erstarrenden Kunstharzmasse (Palavit) aus- 
gegossen. Nach Erhartung der Kunstharzmasse wurden die Zahne elektrolytisch 


3°W. F. u. M. W. Neumann, Chem. Rev. 53, 1 [1953]; dortselbst Literatur. 
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entkalkt (aufgelést), so daB die Kunstharzkegel iibrig blieben und die genaue Form 
der Pulpahéhle darstellten. An diesen Modellen, die dieselben Oberflachen haben 
muB8ten wie das Innere der Zahnkeime, konnte dann wie oben verfahren werden. 

Mit Hilfe der Oberflachen konnte dann die pro cm? abgeliste Ca-Menge be- 
rechnet werden. Um zur Schichtdicke zu gelangen, wurde aus der Zahl der Ca- 
Atome/em? Oberfliche, der GréBe der Elementarzelle des Apatits (6,88 x 9,42 x 
442 A) der Dicke bei Winkel von 60° 8,18 A und dem Aschegehalt bei spezifischem 
Gewicht der Elementarzelle mit 3 die bei der Ablésung erreichte Tiefe berechnet 
und als MaBstab aufgetragen. 


Ergebnisse 


In Tab. 3 ist die spezifische Aktivitat der obersten Ablésungs- 
schicht mit den Werten der anliegenden Zahnsicke verglichen. 


Tab.3. Aktivitaten in 10-*% pro mg Ca der Zahnsacke und der obersten Schichten 
der Zahnkeime. 





Zahnsacke auBen = Schmelz innen = Dentin 


gesamt | UF* EZ BZ BZ EZ BZ BZ 





Vers.-Nr. 





26,6 16,9 16,6 14,6 59,9 68,2 
28,7 42,4 | 25,1 17,6 y 116,4 88,0 


30,6 33,0 18,9 
30,3 
25,9 22,8 17,1 
16,8 
Haut- 
chen** 
37,1 25,3 49,7 
32,2 21,4 22,6 
10,0 11,1 9,92 


* UF = Ultrafiltrat, EZ = Eckzihne, BZ = Backzihne 
** Hiutchen = die der AuBenfliche direkt anliegende Zellschicht 
































Die Messungen der Tab. 3 erlauben uns folgende Feststellungen: 


Die spezifische Aktivitit der auferen (Schmelz-)Schicht ist in den 
kurzen Versuchen kleiner als die der Zahnsiicke insgesaint, auch kleiner 
als die des Ultrafiltrats (mit Ausnahme des Versuchs 8). Erst in den 
Versuchen 9 und 10, d. h. nach 51/, und 6 Tagen, ist ein Ausgleich er- 
folgt. Dagegen zeigen die inneren (Dentin-)Flachen stets eine 3—4mal 
so groBe Aktivitit, die sich aber auch nach 51/, bzw. 6 Tagen ausgeglichen 
hat. Entsprechend ist die Aufnahme durch das Dentin héher als durch 
den Schmelz. 

Die héhere spezifisché Aktivitat des Dentins gegeniiber der Um- 
gebung, auch gegeniiber dem Plasma, haben wir schon bei den 24-Stdn.- 
Versuchen mit *2PO, beobachten kénnen. Bei Phosphat bestand jedoch 
die Méglichkeit, daB besondere Phosphatester eine héhere spezifische 
Aktivitaét besitzen kénnten, ahnlich wie Sacks es bei seinen Muskel- 
analysen gefunden hat. Diese Méglichkeit entfallt beim Calcium, da bei 
diesem keine besonderen Bindungen in Frage kommen und zudem das 
Ultrafiltrat keine neuen Gesichtspunkte gibt. 

10* 
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In gewisser Hinsicht bringen uns die Kurven weiter, die wir aus 
den Werten der Ablésung von tieferen Schichten zeichnen kénnen. Als 
Beispiele von insgesamt 22 erhaltenen Kurven geben wir in Abb, 3 
einige wieder. 

Bei unseren Analysen messen wir die in einer bestimmten Schichtdicke vor. 
handene spezifische Aktivitat. Wir haben die Schichtdicken (ju) addiert, so dag 
wir den Verlauf der spezifischen Aktivitaten in der Zahnsubstanz darstellen. Um 
leichter vergleichbare Kurven zu erhalten, wurden die spezifischen Aktivitaten 
der auBersten, d. h. mit der Zahnsackfliissigkeit in direktem Austausch stehenden, 
Schicht gleich 100% gesetzt. Der absolute Wert ist aus Tab. 3 zu entnehmen, 
So erhalten wir den an jeder Stelle vorhandenen Gradienten und seine Richtung, 
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Abb. 3. Vergleich der spezifischen Aktivitaten einzelner Schichten der Zahnkeime, 
bezogen auf die gleich 100 gesetzte spezif. Aktivitét der auBersten Schicht nach 
Tab. 3 (Ordinate; die Abszisse gibt die Schichtdicken in uv). Kurve 1 und 4: innen 
abgelést. Kurve 3: auBen abgelést; Kurve 2: auBen abgelést, aber nach 5% Tagen, 


Kurve 3 zeigt den typischen Verlauf der Aktivitaten bei Ablésung 
von der Schmelzseite her. Die Aktivitaét nimmt nach innen nach einer 
Exponentialfunktion ab. 

Diesen Befund konnten wir bei allen acht Einzelversuchen erheben. 
Man kénnte die Form als Zeichen einer Diffusionskurve auffassen. 

Die Kurven 1 und 4 illustrieren das Verhalten des Dentins. Dieser 
Verlauf fand sich jedoch bei nur fiinf von elf Versuchen. 

Nach diesen Kurven kann man sich mit dem Sprung der spezifischen 
Aktivitaten an der Dentingrenzfliche zur Umgebung auseinandersetzen. 
Dazu mu8 man erinnern, da wir in Wirklichkeit Durchschnitte (Inte- 
grale iiber die Strecke) der spezifischen Aktivitaét erhalten. Die Grenz- 
kurve kann aber verschieden verlaufen, z. B. kann man eine Extra- 
polation mit steilem Verlauf vom Inneren nach aufen bis auf eine kleine 
Schicht vornehmen. In dieser kann dann nach Durchlaufen eines steilen 
Maximums der Abfall stattfinden (ohne den Durchschnitt zu andern), 
der es erméglicht, die Unstetigkeit der Aul’enschicht mit der Umgebung 
zu vermeiden. Jedoch miil:te diese komplizierte Kurve sich auf einer 
Strecke von 5—15 yw finden, was nach dem sonstigen Verlauf héchst 
unwahrscheinlich ist. Diese Operation haben wir gar nicht nétig; denn 
es ist aus Versuchen sowohl in vitro wie in vivo bekannt, daB die Auf- 
nahme in Knochensubstanz rascher erfolgt als die Abgabe. Bei der Auf- 
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nahme erfolgt eine sehr rasche Adsorption an die Oberfliche der Kristalle. 
In einer zweiten, langsameren Phase treten die Ionen in das Kristall- 
gitter ein. Die Reaktion verlangt wahrscheinlich eine Umkristallisation 
und ist schwer reversibel. Eine hohe, in den ersten Stunden ablaufende 
Konzentrationswelle wird auf diese Weise fixiert. DaB aber der Ablauf 
nicht véllig irreversibel ist, sehen wir aus dem Absinken der Kurven 1 
und 4 nach aufen hin. Wir werden uns also nicht mehr iiber die Un- 
stetigkeit an der Grenzfliche wundern, sondern sie sogar fordern. 

Demgegeniiber sehen wir, daB derSchmelz auch dann trager reagiert. 
Es hat sich keine Spur der hohen Konzentrationswelle erhalten, ein 
Zeichen fiir die selteneren Umkristallisationen, aber auch fiir die schon 
jetzt merkbar geringere Permeabilitat. Denn wenn das *°Ca in gleicher 
Geschwindigkeit in das Innere des Schmelzes eingedrungen wire, hatte 
man den Verlauf wie bei Kurve 1 und 4 gerade hier sehen miissen, weil 
bei geringeren Umkristallisationen der Anteil des leicht beweglichen 
Ca gréBer sein miiBte. In langeren Zeitriumen wie in den 51/, Tagen 
der Kurve 9 und ahnlich in Versuch 10 macht sich auch hier ein riick- 
liufiger ProzeB bemerkbar. Wenn wir als Ursache der kariesverhiitenden 
Wirkung von Fluor, z. B. bei Genu8 von fluorangereichertem Wasser, 
die Aufnahme von F in den Schmelz sehen, solange der Schmelz gebildet 
wird, werden wir auf die Reversibilitaét der Wirkung achten miissen, 
wenn, noch wahrend der Zahn im Kiefer steckt, kein Fluor mehr zu- 
gefiihrt wird. 

Beim Vergleich der spezifischen Aktivitét in den innersten der 
abgelésten Schichten mit der der Gesamtzahnkeime sieht man, dab 
letatere immer noch sehr viel niedriger liegt (mit Ausnahme der lang- 
fristigen Versuche). Wir haben die Aktivitat eines Restes (d. h. nach 
Abzug der auBen und innen abgelésten Mengen) mit 8,6-10-4% pro 
mg Ca berechnet, wihrend in der innersten Schicht noch immer 17,4 
-10-4 gemessen wurde. Es befindet'sich im Inneren noch immer deutliche 
Aktivitit. Allerdings gibt es wohl Bereiche, in denen nichts mehr ge- 
messen werden kann. Immerhin bleibt es erstaunlich, wie tief das 45Ca 
innerhalb von 24 Stdn. einzuwandern vermag. Die Verhiiltnisse sind 
dafiir allerdings im noch in Verkalkung befindlichen Gewebe besonders 
giinstig. Weiteres wollen wir vor neuen Messungen nicht duBern, weil 
es nicht iiber Vermutungen hinausgeht. 


Zusammenfassung 


Das Ca ist im Zahnsack bei jungen Hunden zum gréBten Teil nicht 
ultrafiltrierbar, der ultrafiltrierbare Teil entspricht der gleichen Fraktion 
des Blutplasmas. Auch vom Phosphat ist ein Teil nicht filtrierbar, 
wahrscheinlich als kolloidales Phosphat in den Zahnsicken vorhanden 
(vielleicht schon als Zeichen beginnender Verkalkung weiterer histolo- 
gischer Strukturen). Der nicht gebundene Teil zeigt eine vielfach héhere 
Konzentration als der P-Gehalt des Plasmas. 
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Die spezifische Aktivitit des Ca liegt in den gesamt veraschten 
Zahnsicken in gleicher Gréfenordnung wie im Ultrafiltrat, aber niedriger 
als im Plasma. 

In Abléseversuchen wurden die einzelnen Schichten auf ihre spezi- 
fische Aktivitaét getrennt nach Schmelz und Dentin untersucht. Sie liegt 
bei der obersten Schicht des Schmelzes in gleicher GréBe wie die der 
umgebenden Gewebe mit einem Abfall nach innen zu. Beim Dentin ist 
die spezifische Aktivitat der obersten Schicht vielfach gréBer, auch als 
die des Plasmas. Hier hat sich die Spur einer héheren Konzentrations. 
welle fixiert. An der Grenzschicht gibt es einen Sprung in der spezi- 
fischen Aktivitaét, bedingt durch den Einbau des *°Ca in die Kristalle, 
der nicht rasch reversibel ist. 

Da diese Beobachtung beim Schmelz nicht gemacht wurde, muf 
er eine viel geringere Umbaugeschwindigkeit, vielleicht auch Permeabi- 
litat der Oberflache, besitzen. 


Summary 


The bulk of the calcium in the dental sacs of young dogs cannot 
be separated by ultrafiltration; the fraction which can be filtered by 
this method is equal to that in the plasma. Part of the phosphate also 
cannot be filtered; this fraction is probably present in the dental sacs 
as colloidal phosphate, possibly indicating the beginning of calcification 
of other histological structures. The fraction which is not bound has a 
phosphorus content several times that of the plasma. 

The specific activity of the calcium in all the ashed dental sacs is 
of the same order of magnitude as in the ultrafiltrate but is lower than 
in the plasma. 

Experiments were carried out in which the individual layers were 
separated by solution and the specific activity of the enamel and dentine 
layers determined. The specific activity of the upper layer of the 
enamel is equal to that of the surrounding tissue and decreases towards 
the centre. The specific activity of the upper layer of the dentine is 
several times greater, being greater even than that of the plasma. 


This condition indicates the previous existence of a concentration [ 
maximum. The jump in specific activity at the interface is due to | 


the incorporation of 4°Ca in the crystals, this process being not rapidly 
reversible. 


This effect was not observed in the case of the enamel which must 


therefore have a much lower rate of exchange and possibly also a much 
lower surface permeability. 
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Herstellung undenaturierter, 


chloroplastinhaltiger Konzentrate der léslichen Proteide 
griiner Blatter durch Druckdialyse 


Von 
Walter KanngieBer 


Aus der Bayrischen Landesanstalt fiir Pflanzenbau und Pflanzenschutz, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1955) 


Die EiweiBkonzentration von Homogenisaten oder PreBsaften aus 
Tabak- oder Kartoffelblattern, die nach den iiblichen Methoden ge- 
wonnen sind, ist mit 0,5 bis 1% zu gering, um z. B. genauere papier- 
elektrophoretische Untersuchungen durchzufiihren. Auferdem fiihrt die 
Instabilitét der in den klarzentrifugierten Lésungen enthaltenen hoch- 
molekularen Stoffe zu taglichen, oft stiindlichen Nach-Triibungen, wo- 
bei auch das Chloroplastin mit ausflockt. Die Konzentrierung durch 
Vakuumdestillation ist infolge dieser Instabilitét von noch vermehrten 
Nach-Triibungen begleitet, deren Ursache wahrscheinlich in der mit der 
Vakuumdestillation verbundenen Konzentrierung der natiirlichen Puf- 
ferung des Saftes liegt. 


Befunde iiber die Veranderlichkeit ionisierbarer Makromolekiile, speziell der 
Desoxyribonucleinséure in Abhangigkeit vom Ionenmilieu!, lassen ebenfalls die 
erhéhte Ionenkonzentration als wahrscheinliche Ursache der starken Denaturierung 
bei Einengung im Vakuum erscheinen. Nach Freimuth? wirkt auch Fallung mit 
Natriumsulfat bei der Fraktionierung der Molkeproteide denaturierend. Die im 
PreBsaft enthaltenen Lipoproteide, vor allem Chloroplastin, sind noch wesentlich 
labiler®. 

Die gebrauchliche Anreicherung von EiweiBk6rpern durch fraktionierte Fial- 
lung mit dem weniger dissozierend wirkenden Ammoniumsulfat ist ebenfalls von 
partieller Denaturierung begleitet. Die iibliche Darstellung von ViruseiweiB diirfte 
zumindest teilweise darauf beruhen, daB die instabilen Proteide im Laufe der 
mehrtagigen Préparation ausflocken. 

Die Instabilitaét der pflanzlichen Proteide aus Blattern bei der Ammonium- 
sulfatfraktionierung geht auch aus einer Arbeit von Eggman, Singer und Wild- 
man‘ hervor. Nach diesen Autoren kann auch durch wiederholtes Fallen mit 
Ammoniumsulfat eines als ,,Fraktion-I-Protein‘‘ bezeichneten wohldefinierten 
Nucleoproteids mit dem aus der Sedimentationskonstanten berechneten Molekular- 
gewicht von 375000 infolge seiner fortschreitenden Veranderung wahrend der 
Ammoniumsulfatfallungen keine Anreicherung erreicht werden, sondern nur durch 
Sedimentation in der Ultrazentrifuge. 


1M. H. F. Wilkins, R. G. Gosling u. W. E. Seeds, Nature [London] 167, 
759 [1951]; G. Frick, Biochim. biophysica Acta 8, 202 [1952]; E. J. Ambrose 
u. A. R. Gopal-Ayengar, Nature [London] 169, 652 [1952]; J. W. Rowen, 
M. Eden u. H. Kahler, Biochim. biophysica Acta 10, 89 [1953]; E. J. Ambrose 
u. J. A. Butler, Discuss. Faraday Soc. 18, 261 [1953], u. andere. 

2 U. Freimuth, Biochem. Z. 324, 476 [1953]. 

3 N. W. Pirie, Biochem. J. 47, 614 [1950]. 
19 4‘ L. Eggman, S. J. Singer u. 8S. G. Wildman, J. biol. Chemistry 205, 969 

53]. 
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Die Gewinnung samtlicher nativer Inhaltsstoffe der Safte ist gerade 
bei vergleichenden Untersuchungen der Eiweifmetabolite gesunder und 
viruskranker Pflanzen besonders wichtig, da schon seit einigen Jahren 
wiederholt iiber anormale, nichtinfektidse Begleitproteine bei virisen 
Pflanzenkrankheiten berichtet worden ist®. 


Auch Adsorptionsmethoden, Gefriertrocknung und Ultrafiltrationen 
erscheinen zur Anreicherung der leicht verianderlichen Eiwei8kérper 
ohne besondere VorsichtsmaBnahmen wenig erfolgversprechend. Zudem 
miiBte, wie bei vorgenannten Verfahren, eine Dialyse folgen. Da jeder 
Arbeitsgang aber die Gefahr neuer Verainderungen bedeutet, wurde ver. 
sucht, ob zur Abkiirzung und Vereinfachung der Verfahren die Dialyse 
unter Druck und zur weiteren Beschleunigung in extrem diinner Schicht 
gegen einen moglichst wenig denaturierend wirkenden Puffer durchfiihr. 


bar ist. 

Eine Méglichkeit hierzu bot sich in der Verwendung von Lésungen 
in Glycerin. Nach Gratia und Manil, Klebahn und Bercks® kénnen 
Lésungen phytopathogener Viren in verdiinnter Glycerinlésung lange 
Zeit infektiés erhalten werden. Kartoffel-X-Virus ist z. B. nach Bercks 
in 50-proz. Glycerinlésung iiber ein Jahr lang bestaindig, wahrend ¢ 
ohne Zusatz schon nach 1—2 Wochen seine Infektiositat verliert. Da 
Glycerin auch in der Human- und Veterinirmedizin als Konservierungs- 
mittel bekanht ist, wurde angenommen, dafs auch die unbestandigen 
Proteide griiner Blatter und méglicherweise Chloroplastin unverandert 
gewonnen werden kénnten. 

AuBerdem sollte die fermentative und die Luftoxydation der Blati- 
extrakte, die bei der gebriuchlichen Bereitung zu unerwiinschten, un- 
bekannte Veriinderungen der Proteide anzeigenden Bréiunungen der 
Lésungen fiihrt, durch Pufferung des Redoxpotentials wesentlich ver- 
ringert oder zumindest reproduzierbar gemacht werden. Von Hassel- 
bach’ wurde schon 1952 bei Untersuchungen iiber Aktomyosin ein 
Redoxpuffer aus Cystein und Glykokoll benutzt. Da Aminosiuren jedoch 


5 F.C. Bawden u. N. W. Pirie, Brit. J. exp. Pathol. 18, 275 [1937]; Proc. 
Roy. Soc. [London], Ser. B. 128, 274 [1937]; Brit. J. exp. Pathol. 26, 294 [1945]; 
F. C. Bawden u. F. M. Sheffield, Ann. appl. Biology 26, 102 [1939]; T. Sigur- 
geirsson u. W. M. Stanley, Phytopathology 87, 26 [1947]; R. Markham u. 
K. Smith, Parasitology 39, 330 [1949]; R. Markham, R. Matthews und 
K. Smith, Nature [London] 162, 88 [1948]; R. Markham, Discuss. Faraday 
Soc. 11, 221 [1952]; L. Hoyle, Brit. J. exp. Pathol. 29, 390 [1948]; R. Jeener 
u. P. Lemoine, Arch. int. Physiol. 60, 547 [1952]; Nature [London] 171, 935 
[1953]; W. Takahashi u. M. Ishii, Nature [London] 169, 419 [1952]; Amer. J. 
Bot. 40, 85 [1953]; P. Commoner, P. Newmark u. 8S. D. Rodenberg, Arch. 
Biochem. Biophysics $7, 15 [1952]; M. Fleming u. D. O. Jordan, Discuss. Fa- 
raday Soc. 18, 217 [1953]; R. Jeener, P. Lemoine u. C. Lavand’ homme, 
Biochim. biophysica Acta 18, 161 [1954]; 14, 321 [1954]. 

6 A. Gratia u. P. Manil, Arch. ges. Virusforsch. 1, 21 [1939/40]; H. Kle- 
bahn, H.: Planta 6, 40 [1928]; R. Bercks, Phytopathol. Z. 16, 508 [1950]. 

7 W. Hasselbach, Z. Naturforsch. 7b, 163 [1952]. 
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bei unseren Versuchen mit der Dialyse entfernt werden sollten, wurde 
stattdessen ein 1/,, molarer Puffer aus aquimolaren Mengen Kalium- 
hydrogensulfit, Kaliumascorbinat und Kaliumacetat vom pu-Wert 7,4 
und ru-Wert 17 verwendet. Es wurden nur die Kaliumsalze ver- 
wendet, da Kaliumionen in ausgedehnten friiheren Versuchen weniger 


denaturierend gefunden worden waren als Natriumionen§®. 


Beschreibung der Apparatur 


Abb. 1 zeigt den Aufbau der Apparatur. Eine iiber einem massiven Kunst- 
stoffstab gezogene Cellophanmembran wird durch eine in Spiralen um den Stab 
gewickelte Kunststoffschnur in geringem Abstand von 1—1,5 mm zur Oberflache 
des Stabes gehalten. Die Spiralwindung 
dient gleichzeitig zur Fiihrung der von oben 
zuflieBenden verdiinnten EiweiBlésung. Boh- 
rungen an beiden Seiten der Stabes dienen 
dem Zu- und Ablauf der Lésung. Die Mem- Uy 
bran wird beiderseitig durch festsitzende VW 
Gummistépsel verschlossen, die im trocke- 
nen Zustand der Membran aufgezogen 
werden und mit Bohrungen zum Zu- und 
Ablauf der Pufferlé6sung versehen sind, 
die in einem auBeren weiten Rohr strémt. 
Der Pufferablauf wird an die Wasserstrahl- 
pumpe angeschlossen, der Zulauf wird ent- 
sprechend gedrosselt. Da die Membran (Cello- 
phanschlauch von K alle) bei dem entstehen- 
den Innendruck platzen wiirde, ist sie mit 
einem Nylonnetz umgeben. Sie halt dann 
eine Druckdifferenz von mindestens 750 mm 
Hg aus. Die Membranoberflache betragt bei 
einer Fiillung von 20 ccm 240 qem. 

Die Lange des Rohres und sein Durch- 
messer kann beliebig dimensioniert werden, 
so daB bei einer entsprechenden Verweil- 
zit der Lésung innerhalb der Membran- 
zone und geeigneter Regelung des Zu- und 
Ablaufs der Lésung auch ein kontinuier- 
a Rg iy anole steneeg ale Abb. 1. Apparatur zur Diinnschicht- 

e << . j 73e » i 
Kaliumdichromat war z. B. nach 2 Stdn. ee 
bei einer Volumenabnahme von 20 auf 
16 ccm bis zu einer Verdiinnung von 0,06%, und nach 8-stdg. Dialysierzeit bei 
_ einer Volumenabnahme von 20 auf 4 ccm bis zu einer Verdiinnung von 0,003°% 
 fortgeschritten. ‘ 
; Eine ~ 3-proz. Lésung der gréBeren Aminosiuremolekiile (Gemisch von 
_ Glutaminsaéure, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Histidin und Arginin 
_ [bis auf Tyrosin je 0,5°%]) bendtigte allerdings eine mindestens 12stdg. Dialysier- 
_ wit, bis nach einer elektrophoretischen Trennung auf Papier mit Ninhydrin keine 
_ Firbung mehr erfolgte. Schon das gréBere Methylenblaumolekiil dialysiert nur 
_ noch teilweise. 


Bi 8’ KE. Chargaff, B. Magasanik, E. Vischer, Ch. Green, R. Doniger u. 
» D. Elson, J. biol. Chemistry 186, 51 [1950]; R. Signer u. W. Schwander, 
\ Helv. chim. Acta 32, 853 [1949]; G. Frick, Biochim. biophysica Acta 3, 130 
_ [1949]; W. KanngieBer, Naturwissenschaften 41, 307 [1954]. 
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Bei der Dialyse von Homogenisaten aus gesunden Tabakblattern (Homo. 
genisator nach Biihler), die unter Zusatz der halben Menge ihres Gewichtes 
Glycerin und entsprechendem Zusatz der Redoxpuffersalze mit nachfolgender 
Zentrifugierung bei 13000 U/Min. hergestellt worden waren (px 6,8), konnten 
nach 12—16stdg. Dialysierzeiten bei 40-facher Anreicherung ohne gréBere Aus. 
flockung des Chloroplastins® tiefgriine, viskose Konzentrate erhalten werden. Bej 
ihrer erneuten Zentrifugierung unter obigen Bedingungen war keinerlei Sediment 
feststellbar, sondern nur eine geringe Menge einer oben-schwimmenden griinen 
Schicht. Dieses griine Pigment ist nach seiner Isolierung nur noch teilweise in dem 
verwendeten Puffer léslich und ergibt nach Aufbringen der Suspension auf Papier 
nur eine geringe EiweiBfirbung mit Amidoschwarz, dagegen eine starke Lipoid. 
farbung mit Sudanschwarz. Die Konzentrate sind mehrere Tage haltbar, dan 
beginnt die Flockung mit der Ausflockung des Chloroplastins. Beim Chromato. 
graphieren in dem verwendeten Puffer (Papier: Schleicher & Schiill 2043 b) wan. 
dert die griin gefarbte lésliche Komponente mit der Hauptmenge der Proteide, 


E 





Abb. 2. Chromatogramm cines 
chloroplastinhaltigen Konzentrates 
von Tabakblatt-Proteiden (sche. 


matisch). 
EiweiBfirbung mit Amido. 
schwarz; ----- Griine Zonen vor 





der Farbung; //////// chloroplastin. 
freier Bereich der EiweiBzone. 











Es erfolgt jedoch eine geringe chromatographische Auftrennung, ein geringer Teil 
nichtgefarbten Proteins eilt dem griinen Proteid (wahrscheinlich natives Chloro- 
plastin) voraus. Das etwa denaturierte, unlésliche, griine oben-schwimmende Pig. 
ment bleibt an der Auftragstelle sitzen. Die griinen Zonen und die mit Amido. 


schwarz gefarbten Zonen eines Chromatogramms der konzentrierten Tabakproteide F 


gesunder Blatter zeigt Abb. 2 nach photometrischer Ausmessung. Da die Flecken 


bei der Chromatographie von EiweiB sehr unregelmaBig geformt sind, wurde die 


Abbildung schematisiert. 

Bei der Papierelektrophorese bleibt der lésliche, griin gefarbte Anteil (zu- 
sammen mit etwa vorhandenem Virus: Tabakmosaik-, Tomatenmosaik- oder 
Kartoffel-X-Virus) an der Auftragstelle sitzen. Nach Stoll und Wiedemann" 
hat Chloroplastin ein minimales Molekulargewicht von einigen Millionen. Da es 
wie auch Virus bei der Tiselius-Eléktrophorese eine definierte Wanderungs. 
geschwindigkeit besitzt, muB vermutet werden, daB seine papierelektrophoretische 
Wanderung durch Adsorption an das Papier erschwert wird. Uber weitere papier- 


elektrophoretische Untersuchungen dieser konzentrierten Lésungen wird spater f 


ausfiihrlich berichtet. 

Bei Verwendung eines Suspensionsmittels zum Homogenisieren der Blatter 
(Toluol, Dekalin oder Paraffinél) wird das Chloroplastin auch bei Zusatz von 
Glycerin véllig denaturiert. Diese Konzentrate sind dann schwach gelblich gefarbt 
und von ahnlicher EiweiBkonzentration und Konsistenz wie Blutserum. Sie kén- 
nen wie die griinen Konzentrate direkt zur Papierelektrophorese verwendet werden. 


Die Apparatur kann des weiteren zur schonenden Konzentrierung der bei der | 
praparativen Papierlektrophorese in der Elphor-V-Apparatur nach Grassman) | 


® A. Stoll, Naturwissenschaften 24, 53 [1936]. 
10 A. Stoll u. E. Wiedemann, Schweiz. med. Wschr. 77, 664 [1947]. 
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und Hannig!" ablaufenden, sehr verdiinnten KiweiBfraktionen verwendet werden; 
sie ist von der Fa. Bender & Hobein G.m.b.H. Miinchen, Lindwurmstr., 
als Gebrauchsmuster angemeldet und wird von dieser hergestellt und geliefert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft méchte ich meinen aufrich- 
igsten Dank fiir die Bereitstellung der Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit 
ausdriicken. 


Zusammenfassung 


dine Apparatur zur Herstellung undenaturierter, chloroplastin- 
haltiger Konzentrate der léslichen Proteide griiner Blatter durch Druck- 
dialyse wird beschrieben. 


Summary 


An apparatus is described for the preparation of undenatured. 
chloroplastin-containing concentrates of the soluble proteids of green 
leaves by means of pressure dialysis. 


1 W. Grassman u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
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Uber die Wirkung von Al und Ca auf das Succinatoxydase- 
System des Herzmuskels 


Von 
S. Rapoport unter Mitarbeit von Ch. Nieradt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitaét, Berlin N 4, 
Direktor: Prof. Dr. 8. M. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1955) 


Horecker et al.! beobachteten in manometrischen Versuchen 
an Herzmuskelpraparaten eine steigernde Wirkung von Al®®, Cr3®, La 
und Sm°® auf das Succinatoxydase-System. Diese Wirkung war weder 
im Cytochromoxydasetest mit p-Phenylendiamin als_ kiinstlichem 
Elektronendonor, noch im Succinodehydrasetest mit Methylenblau 
nachweisbar. Eine Beziehung zwischen Niederschlagsbildung und 
Aktivierung wurde beobachtet. Axelrod? fand eine steigernde Wirkung 
des Ca auf das Succinatoxydase-System, die von Potter et al. in wei- 
teren Untersuchungen an Lebergewebe bestitigt wurde. Diese Autoren 
konnten den Al-Effekt nur bei hoher Gewebsverdiinnung feststellen. 
Ca und Al zusammen bewirkten maximale Aktivierung. Auch diese 
Autoren fanden keine Wirkung der Metalle auf die Cytochromoxydase 
mit Ascorbinsaéure als Elektronendonor, oder auf die Succinodehydrase. 
Swingle* versuchte den Ca-Effekt als indirekte Hemmung der Oxal- 
acetat-Anhaufung durch Beschleunigung der DPN-asewirkung zu 
deuten. Demgegeniiber fiihrten Keilin und Hartree® gewichtige 
Griinde gegen die Annahme einer Ca-Wirkung auf die DPN-ase an, 
indem sie eine Ca-Aktivierung auch in Abwesenheit von DPN beob- 
achteten. Sie erklirten die Ca-Wirkung ebenso wie auch andere Akti- 
vierungen durch unspezifische Verainderung des Dispersionszustandes des 
Enzymsystems und betonten, da die Ca-Aktivierung nur in Gegenwart 
von Phosphat auftrete und in Beziehung zur Bildung gelatinéser Nieder- 
schlage stehe. 

1B. L. Horecker, E.Stotz u. T. R. Hogness, J. biol. Chemistry 128, 
251 [1939]. 

2 A. E. Axelrod, K. F. Swingle u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 140, 
932 [1949]. 

3 V. R. Potter u. W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 142, 543 [1942]. 

4 K. F. Swingle, A. E. Axelrod u.C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 145, 
581 [1942]. 

5 D. Keilin u. E. F. Hartree, Biochem. J. 44, 205 [1944]. 
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Wirkung von Al und Ca auf Succinatoxydase-System 


In Zusammenhang mit Untersuchungen von Hemmstoffen und 
Aktivatoren des Succinatoxydase-Systems wurde auch die Wirkung 
yon Ca und Al an verschiedenen Herzmuskelpraparaten erneut iiber- 
priift. 


Material und Methoden 


Fiir die meisten Versuche wurde ein roher Phosphatextrakt nach Smith und 
Stotz® verwendet, wobei zur Gewinnung hochaktiver Priparate mit geringsten 
Mengen 0,1-m. Phosphats nur einmal extrahiert wurde. AuBerdem wurden K eilin- 
Hartree-Praparate nach Slater’ und phosphatarme Praparate nach Bonner‘, 
die in 0,l-m. Borat suspendiert wurden, untersucht. Folgende Bestimmungen 
wurden auf spektrophotometrischem Wege durchgefihrt: 
1. Cytochromoxydase nach Cooperstein et al.®, wobei die halben 
Mengen der fiir die Makrobestimmung angegebenen benutzt wurden. 
2. Cytochrom c-Succinat-System: Hierzu wurden pro Ansatz 0,02 ml 
0,15-m. neutralisiertes KCN, 0,05 ml 0,33-m.Succinat, 1,5 ml Cytochrom c-Lésung 
- in 0,033-m. Phosphat, py 7,4, wenn nicht anders angegeben, verwendet. 
hen Beide Messungen erfolgten bei 550 my. 
ass 3. Succinodehydrase: 0,02ml KCN und 0,05 ml Succinat wie oben, 
der — 0,1 ml etwa 0,4-mm. 2.6-Dichlor-phenol-indophenol, 0,5 ml 0,033-m. Phosphat- 
1em puffer. 
lau Die Messung erfolgte bei 600 mu. 
und Fiir einen Teil der Messungen wurden phosphat-freie Ansitze benutzt. Ca und 
Al wurden als Chloride in einer Konzentration von 4- 10-* Mol/l zugesetzt. 











ung 
wei- : 
ah Ergebnisse 
len. In Bestaétigung der Literaturangaben, die mit anderer Methodik 
iese — erzielt wurden, zeigten auch die spektrophotometrischen Messungen 
lase weder Beeinflussung der Cytochromoxydase noch der Succinodehydrase 
ase. 
xal- Tab. 1. Die steigernde Wirkung von Al auf verschiedene Herzmuskelpraparate 
a © nach Smith-Stotz. 
tige Die Aktivitét ist in AE/min/ml Herzenzym angegeben. Wo angegeben, wurden 
ai 0,1 ml 4-10-$-m. AICl,, Endkonzentration 1,3-10-* Mol/l, zugesetzt. 
“ob- Aktivitat 
ee Pra t b 
kti- Ff mpor | aohne Al | bmit Al Ie 
des 
vart Al 2,6 6,1 2,4 
teh A2 1,0 3,0 3,0 
Bl 2,2 9,0 2,1 
B2 0,8 3,3 4,1 
Cl 5,3 29,0 5,5 
128, D1 3,0 10,6 3,5 











140, | § Smith L. u. E. Stotz, J. biol. Chemistry 209, 819 [1954]. 

5 7 E.C. Slater, Biochem. J. 45, 1 [1949]. 
|. & 8 W. D. Bonner, Biochem. J. 56, 274 [1954]. 
145, ° S.J. Cooperstein u. A. Lazarow, J. biol. Chemistry 189, 665 [1951]; 
—— A. Lazarow u. N. J. Kurfess, J. biol. Chemistry 186, 129 
{1950}. 
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durch zugesetzte Metallsalze. Dagegen wurden im Testsystem Cyt. — 1 
c-Succinat betrachtliche Steigerung der Aktivitaét beobachtet. Tab.] 

zeigt eine Zusammenstellung der Al-Wirkung auf verschiedene nach 
Smith-Stotz hergestellte Praparate. Die Buchstaben A—D stellen 
verschiedene Praiparate nach Smith-Stotz dar. Die Zahlen betreffen 
verschiedene, in Abstinden von einigen Tagen durchgefiihrte Experi. 
mente. Wahrend dieser Zeit trat ein Abfall der Aktivitaét, nicht aber der 
Aktivierbarkeit ein. Trotz betrichtlicher Schwankungen in der Aktivier. 
barkeit zwischen dem 1,6—5,5fachen war in keinem Falle der akti- 
vierende Effekt zu vermissen. 


























25 
| peal Al 
oo3 ———_ Abb. 1. Die Al-Wirkung auf 
aed ™ das Succinat Cyt. c-System. 
s | \ Bei dem durch Pfeil angege- 
20! ‘ benen Punkt wurde 0,1 m/ 
] 4 AICI, zugesetzt. 
1 \ 
175 +--—-—-— , te 
° 120 240 560 
sec—— 
Abb. 1 zeigt eine graphische Darstellung eines typischen Versuchs. 
Das sofortige Eintreten der aktivierenden Wirkung ist bemerkenswert. 





In Tab. 2 ist die Metallwirkung auf verschiedenartig dargestellte Herz 
priparate in Gegenwart und Abwesenheit von Phosphat zusammen- F (oy, 
gefaBt. Eine aktivierende Wirkung ist in allen Versuchen, selbst in dem F ely, 
phosphat-armen Bonnerschen Priparat auch ohne Phosphatzusat: F- 























| Akti 
Tab. 2. Die steigernde Wirkung von Al auf verschiedene Arten Herzmuskel- loleal 
enzym-Praparate. Einheiten und Zusatze wie in Tab. 1. rk 
witk 
Praparat Phosphat Aktivitat 
Mol/I ohne Al mit Al witd 
schei 
I. Smith-Stotz . . . 0,4 2,2 . 
0,033 1,0 3,0 
nur \ 
Il. Bonner... . . 0,2 1,0 dabe: 
0,012 1,5 wins 
0,033 0,67 3,0 —_ 
Vorst 
IIT. Keilin-Hartree . . 0,033 2,2 9,0 und / 
- ist si 


deutlich. Tab. 3 zeigt die Wirkung steigender Ca- und Al-Mengen. Kin Wie} 
Vergleich zeigt, daB die Al-Aktivierung bedeutend gré8er ist. Die Wir-f Unter 
kungen sind nicht additiv. Ca und Al zusammen geben keinen héheren Adsor 
Effekt als Al allein. 
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Tab. 3. Die Wirkung von steigenden Al- und Ca-Konzentrationen. Zusitze wie 




















in Tab. 1. 

fieeted Al | Ca Aktivitat A 
Versuch | int | mi | log/min/ml HE Yo 
Al i] — ~ 2,2 100 
ry We ie 0,1 2,7 120 
A3 0,1 ee 9,0 410 
A4 0,1 | 0,1 9,0 410 
Bl e se 9,7 100 
B2 oe 0,1 14,0 145 
B3 0,1 ie 50 510 
C1 - = 32 100 
C2 ea 32 100 
C3 0,05 | — 45 140 
C4 0,1 54 170 
C5 aa } ~ 53 165 
C6 -_ 0,1 38 120 
C7 0,2 42 130 
C8 = 0,3 43 135 
C9 01 | O11 51 160 

Diskussion 


Die mitgeteilten Ergebnisse erlauben folgende SchluBfolgerungen : 


1. Im Gegensatz zu der Annahme von Keilin und Hartree? ist 
der aktivierende Effekt der Metalle nicht an die Gegenwart von Phosphat 
gebunden. 

2. Es handelt sich bei der Ca- und Al-Wirkung um einen spezifischen 
Aktivierungseffekt, der zwischen Succinodehydrase und Cytochrom c 
lokalisiert werden kann. Das ergibt sich aus der Tatsache, daB die Metall- 
wirkung nur im Teilsystem Cyt. c-Succinat nachweisbar ist. 

3. Die Tatsache, daB der Al-Effekt durch Ca nicht weiter gesteigert 
wird, spricht fiir einen gemeinsamen Angriffspunkt, zu dem das Al an- 
scheinend eine weitaus hohere Affinitét aufweist. 

4. Uber den Mechanismus der Metallwirkung la8t sich vorliufig 
nur wenig sagen. Die Theorie von Keilin und Hartree, wonach es sich 


"dabei um unspezifische Anderungen des Dispersions-Zustandes handelt, 


scheint grundsitzlich wenig befriedigend, da sie keinerlei speziellen 
Vorstellungen iiber den feineren Mechanismus oder iiber Lokalisierung 
und Art der in Betracht kommenden Reaktionen Gestalt gibt. Im iibrigen 
ist sie auch im einzelnen durch die gezeigte Cyt. c-Spezifitat widerlegt. 
Wie Metall, Cyt. c und Herzenzym miteinander reagieren, bedarf weiterer 


: " Untersuchung. Es mag sich um unlésliche Komplexbindungen und 


Adsorption des Cyt. ¢ an die Oberflaiche der Mitochondrien handeln. 
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Zusammenfassung 


Ca und Al zeigen im Succinooxydase-System einen spezifischen, 
zwischen Cytochrom c und Succinodehydrase lokalisierbaren Aktivie. 
rungseffekt. 


Summary 


In the succinic oxidase system calcium and aluminium show 4 
specific activating effect which can be localized between cytochrome ¢ 
and succinic dehydrase. 
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Zur Lokalisierung des Al-Effektes in der Atmungskette 


Von 
S. Rapoport und Ch. Nieradt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt- Universitit, Berlin N 4, 
Direktor: Prof. Dr. 8. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1955) 


In der vorhergehenden Mitteilung! wurde iiber Versuche berichtet, 
die fiir eine Lokalisierung des aktivierenden Effekts von Al und Ca im 
Succinatoxydasesystem zwischen Succinodehydrase und Cytochrom ce 
sprachen. In anscheinendem Widerspruch standen hierzu Beobachtungen, 
wonach das DPNH-Oxydase-System* eines gewaschenen Herzmuskel- 
extraktes durch Al oder Ca unbeeinfluBt blieb?; dies umsomehr, als in 
anderen Versuchen® gezeigt werden konnte, daB sowohl Succinat wie 
DPNH iiber ein gemeinsames Schliisselglied dehydriert werden. Darum 
wurde die Al-Wirkung sowohl auf die Oxydation von Succinat als auch 
von DPNH unter verschiedenen Bedingungen erneut itiberpriift. 


Material und Methoden 


Praparate und Methoden sind z. T. schon beschrieben worden!. DPNH wurde 
auf enzymatischem Wege aus einem Praparat von etwa 0,7 Reinheit mittels 
kristallisierter Alkoholdehydrase in einem kleinen Volumen 0,02-m. Na,HPO,- 
Lésung hergestellt. Die Alkoholdehydrase wurde durch 6 min langes Erhitzen 
in einem kochenden Wasserbad inaktiviert. 

Im DPNH-O,-Oxydase-System wurde die Oxydation des DPNH als Ex- 
tinktionsabnahme bei 340 my bestimmt. Die Messungen erfolgten in 0,02-m. 
Phosphatpuffer von py 7,4 in Kiivetten von 10 mm Schichtlinge. Im DPNH-Cyt.c- 
System wurde die Reduktion des Cyt.c als Extinktionszunahme bei 550 my ge- 
messen. Die Ansitze enthielten in einem 0,03-m. Phosphatpuffer von py 7,4 KCN 
in einer Endkonzentration von 1,2-10~% Mol/l und Cyt.c in einer Konzentration 
von 1,3-10-5 Mol/l. In beiden Systemen betrug die Konzentration von DPNH 
410-5 Mol/l. Es zeigte sich, daB die DPNH-Oxydation ebenso wie die Cyt.c- 
Reduktion tiber den gréBten Teil des Verlaufs entsprechend einer Reaktion nu!lter 
Ordnung, d. h. unabhingig von DPNH bzw. Cyt.c-Konzentration verliefen. Dies 
ist in Abb. 1 und 2 gezeigt. Dementsprechend wurden als Einheiten der Aktivitat 
fiir die DPNH-Systeme: A E/min/ml Herzenzym gewahlt. 


1 §. Rapoport u. Ch. Nieradt, diese Z. 302, 156 [1955], voranstehend. 

2 §. Rapoport, Ch. Nieradt u. W.Gerischer-Mothes, Naturwissen- 
schaften 42, 128, 129 [1955]. 

3 §. Rapoport u. Ch. Nieradt, Biochem. biophysica Acta [Amsterdam |, 
im Druck. 

* Folvende Abkiirzungen werden in der Arbeit verwendet: 
Cyt. fiir Cytochrom, DPNH fiir reduziertes Diphosphopyridin-Nucleotid. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 302 ll 
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Anfanglich, d. h. waihrend der ersten Minute, war die Extinktionsabnahme in 
DPNH-Oxydasetest (Abb. 1) durch eine Triibungsvermehrung, die auch in Kon. 
trollansétzen bei Mischen des Herzenzyms mit verdiinntem Puffer auftrat, ver. 
mindezt. Man kann entsprechende Korrekturen vornehmen, bequemer und meistens 
ausreichend ist es, die Messungen erst 60 sec nach Mischen zu beginnen. 

Hingegen zeigten Succinatsysteme im spektrophot. Test eine gute Uber. 
einstimmung mit einem monomolekularen Verlauf, d.h. mit einer direkten Ab. 
hangigkeit von der jeweils vorhandenen Menge an Cyt.c bzw. anderer verwendeter 
Wasserstoffacceptoren. 
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Abb. 1. DPNH-Oxydase-Messung. Abb. 2. DPNH-Cyt.c-System. 


Die Versuchsbedingungen sind im Text angegeben. 


Die manometrischen Versuche wurden in iiblicher Weise im Warbur. 
Apparat bei 38° durchgefiihrt. Dabei betrug das Endvolumen meistens 1 m/ und 
die Phosphatkonzentration 0,1 Mol/l bei py 7,4. Im Einsatz befanden sich 0,2 ml 
20-proz. Kalilauge. 


Ergebnisse 
Die Versuche der Tab. 1 zeigen, wie schon berichtet?, daB in ib- 
licher Weise, d. h. nach fiinffachem Waschen hergestellte Herzmuskel- 


praparate im DPNH-O,(Oxydase)-System meistens keine oder nur 
geringe Al-Aktivierung aufweisen. Hingegen zeigen dieselben Priaparate 


Tab. 1. Al-Effekt auf DPNH-Systeme des fiinffach gewaschenen Herzmuskek. 

















Aktivitat 

System Praparat ohne Al mit Al 
Einheiten | JA Einheiten % 
I. DPNH-O, A 2,5 100 2,5 100 
B 2,9 100 3,0 103 
Cc 1,6 100 1,9 120 
II. DPNH-Cyt. c B 4,7 100 7,0 150 
& 21 100 3,3 160 
III. Suce.-Cyt- ¢ B 3,2 100 5,0 155 
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im DPNH-Cyt.c-System eine ausgepragte Steigerung. Die Steigerung ist 


etwa von derselben GréBenordnung wie im Succinat-Cyt.c-System. 

Die Annahme war naheliegend, da die mangelnde Wirkung des 
Al im Oxydaseversuch durch die Abwesenheit von Cyt.c, das bei der 
Herstellung der Herzmuskelpraparate weitgehend ausgewaschen wird, 
bedingt ist. Tab. 2 zeigt Versuche, in denen der Al-Effekt bei verschieden 


Tab. 2. Der EinfluB des Waschens auf DPNH-Systeme des Herzmuskels. 


























Aktivitat 
; ohne Al mit Al 
System Praparat o% bez. auf 
Einheiten % |Kinheiten| Ohne Al 
= 100 
I. DPNH-O, Co 1,5 100 2,9 190 
C, 1,6 100 2,7 170 
C, 1,6 100 2,2 140 
C; 1,6 100 1,9 120 
II. DPNH-Cyt.c C; 4,2 100 6,6 160 
I. DPNH-O, B, 3,6 100 5,1 145 
B; 2,9 100 3,0 103 
II. DPNH-Cyt.c B, 5,1 100 6,8 135 
B; 4,4 100 6,6 150 
By 2,2 100 3,1 140 
III. Suce.-Cyt.e By 3,2 100 5,0 155 


oft gewaschenen Herzmuskelpraparaten sowohl mit Sauerstoff als auch 
mit Cyt.c als Wasserstoff- bzw. Elektronenacceptor untersucht wurde. 
In der Tabelle geben die arabischen Zahlen in der zweiten Spalte an, wie 
oft vor Herstellung des Phosphatextraktes gewaschen wurde. Die nicht 
oder nur einmal gewaschenen Praiparate im Oxydasetest weisen eine 
deutliche Steigerung von etwa derselben GréBenordnung auf, wie sie im 
Cyt.c-Versuch beobachtet wurde. Im DPNH-Cyt.c- ebenso wie im Suc- 
cinat-Cyt.c-System ist der Al-Effekt auch nach neunfachem Waschen 
unvermindert vorhanden. 


Tab. 3. Al-Wirkung im DPNH-O,-System des mehrfach gewaschenen Herz- 


muskels in Gegenwart von Cyt.c. 




















Cyt. ci Aktivitat 
: .cin 
Versuch 10-5 Mol/l ohne Al mit Al 
Kinheit ye Einheit % 
I. 5mal ge- — 2,9 100 3,0 103 
waschen 0,26 4,7 100 6,9 145 
1,3 7,4 100 10,8 145 
II. 7 mal ge- - 1,15 100 1,10 96 
waschen 0,26 1,25 100 1,70 135 
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Tab. 3 zeigt eine Versuchsserie, in der zum DPNH-O,-System von 
fiinf- und siebenfach gewaschenen Herzmuskelpraparaten Cyt.ec in der 
Erwartung zugesetzt wurde, dadurch den Al-Effekt wieder herzustellen, 
Die Resultate zeigen in Bestiitigung der Annahme eine Al-Steigerung in 
annihernd derselben GréBenordnung wie im DPNH-Cyt.c-System. Im 
iibrigen ist auch eine Erhéhung der Geschwindigkeit der DPNH-De. 
hydrierung durch Cyt.c-Zugabe zu beobachten. 


Succinat als Substrat 


Es erschien von gréBtem Interesse, die sich aus den DPNH-Ver. 
suchen ergebenden SchluBfolgerungen an Succinat-Systemen zu iiber. 
priifen. Dementsprechend wurden mit der manometrischen Methode 
Versuchsreihen tiber die Al-Wirkung im Succinatoxydase-System an- 
gestellt. Tab. 4 zeigt, daB im fiinffach gewaschenen Herzmuskelsystem 
Al allein keine Steigerung bewirkt. Sie ist erst deutlich, wenn Cyt.c 


Tab. 4. Al-Wirkung und Cyt. c-Zusatz im Succinatoxydase-System des fiinffach 
gewaschenen Herzmuskels. 





Saket Sauerstoff-Verbrauch 
‘yt. c in 
Versuch io-8 Mol/I ohne Al mit Al 

mm*/Stde. | % mm}/Stde. a, 





100 ' 74 105 
218 178 247 

















lu. 

3 u. 

lu. 100 cfs 100 
3 u. 190 185 235 


zugesetzt wird, das schon allein, wie bekannt*, eine Erhéhung des 
Sauerstoff-Verbrauches verursacht. Wihrend fiinffach gewaschene Herz- 
muskelpraparate regelmaBig eine Steigerung durch Al allein vermissen 
lieBen, war der erwartete steigernde Effekt von Al in ungewaschenen 
oder nur einmal gewaschenen Succinatoxydase-Systemen nur unregel- 
maBig feststellbar, ohne daB die Ursache hierfiir erkenntlich gemacht 
werden konnte. Die Steigerung iiberschritt niemals 20% und betrug 
meistens nur 5—10%. 


Diskussion 


Die Resultate erlauben eine Deutung einiger der anscheinend wi- 
dersprechenden Beobachtungen iiber die Al-Wirkung auf DPNH und 
Succinatsysteme und fiihren zu folgenden SchluBfolgerungen: 

1. Ein Al-Effekt ist nur in Systemen, in denen freies Cyt.c vor- 
handen ist, zu beobachten, d. h. entweder in wenig gewaschenen Prapa- 
raten oder in solchen, denen Cyt.c zugesetzt wurde. 


4 V.R. Potter, J. biol. Chemistry 141, 775 [1941]. 
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2. Die Al-Wirkung ist oberhalb der Succinodehydrase, vermutlich 
zwischen Cyt.b und Cyt.c zu lokalisieren. Weder DPNH-Farbstoff 
(Diaphorase)- noch Succinat-Farbstoff (Succinohydrase)-Systeme weisen 
sie auf. 

3. Die Tatsache, daB wirksame Oxydase-Systeme, d. h. mit Sauer- 
stoff als Acceptor, die aus fiinffach oder staérker gewaschenem Herz- 
muskel hergestellt werden, eine Al-Steigerung vermissen lassen, mag als 
indirekter Hinweis gelten, daB eine Reaktionsfolge von Cyt.b zu Cyto- 
chromoxydase ohne Vermittlung von zugesetztem Cyt.c méglich ist. 
Dies ist im Einklang mit jiingst erschienenen Arbeiten®. Sie kénnte aber 
auch auf grundlegende Verschiedenheiten im Verhalten zwischen zu- 
gesetztem und dem noch in den Enzympraparaten befindlichen Cyt.c 
quriickgefiihrt werden. Danach wiirde Al einen Effekt auf die Bindung 
des zugesetzten Cyt.c ausiiben. 

4. Die Versuche an nicht oder wenig gewaschenen Herzmuskel- 
priparaten mit DPNH als Substrat, in denen sich ein betrachtlicher 
Al-Effekt erzielen 1a8t, kénnten als Hinweis auf eine teilweise Frei- 
setzung des Cyt.c in dem Suspensionsmedium gedeutet werden, wobei 


} das Al wieder einen Bindungseffekt ausiibt. 


5. Die quantitativ und qualitativ gleichartige Wirkung des Al auf 
die DPNH ebenso wie auf die Succinat-Cyt.c-Systeme ist ein weiterer 
Hinweis auf den gemeinsamen Oxydationsweg beider Substrate. 

Die Beobachtungen, daB eine Al-Steigerung im wenig gewaschenen 
Succinatoxydase-System ohne Cyt.c-Zusatz nur unregelmaBig auftrat, 
ebenso wie die Tatsache, daB die Steigerung auch in Gegenwart von 
Cyt.c geringer war als in dem spektrophotometrisch untersuchten 
System Succinat-Cyt.c und in simtlichen DPNH-Systemen, bediirfen 
einer weiteren Klirung. Auf Unterschiede zwischen manometrischen und 
spektrophotometrischen Systemen ist auch von anderer Seite hinge- 
wiesen worden, Einer weiteren Uberpriifung bediirfen u. a. unterschied- 
liche Versuchstemperaturen, Enzymverdiinnungen, AusmaB der me- 
chanischen Bewegung der Ansiitze sowie der Sauerstoff-Diffusion. Trotz 
dieses ungeklarten Sachverhaltes scheinen die Tatsachen der immer 
nachweisbaren Al-Steigerung in Gegenwart von Cyt.c und der ebenso 
regelmiBigen Abwesenheit des Al-Effektes in stark gewaschenen Suc- 
cinat-Systemen, im Zusammenhang mit den eindeutigen Ergebnissen an 
den DPNH-Systemen, im Einklang mit den am Eingang der Diskussion 
gezogenen SchluBfolgerungen. 

DaB dem geringeren Al-Effekt in unseren Succinatoxydase-Ver- 
suchen keine prinzipielle Bedeutung zukommen diirfte und daB hier 
kleinere experimentelle Verschiedenheiten eine groBe Rolle spielen, er- 


5 IT. W. Murwitz u. S.J. Cooperstein, J. biol. Chemistry 212, 771 [1955]; 
D,E. Green, B. Mackler, R. Repaske u. H.R. Mahler, Biochim. biophysica 


Acta [Amsterdam] 15, 435 [1954]. 
6 W.J.Frajola u. C.S8. Vestling J. biol. Chemistry 209, 677 [1954]. 
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scheint insbesondere wahrscheinlich in Anbetracht der Ergebnisse von 
Horecker et al.’, die als erste den Al-Effekt im Cyt.c-verstarkten Suc. 
cinatoxydase-System des Herzmuskels beschrieben. 


Zusammenfassung 


Der Aktivierungseffekt von Aluminium wurde in verschiedenen 
DPNH- und Succinat-Systemen untersucht. Eine Aktivierung war nur in 
Systemen, die Cytochrom c enthalten, nachweisbar. Der Al-Effekt ist 
wahrscheinlich in der Atmungskette zwischen Cytochrom b und Cyto. 
chrom ¢ zu lokalisieren. 


Summary 


The activating effect of aluminium has been investigated in various 
DPNH and succinate systems. An activation can only be demonstrated 
in systems which contain cytochrome c. The aluminium effect is probably 
localized in the respiration chain between cytochrome b and cyto. 
chrome c. 


7 B.L. Horecker, E.Stotz u. T. R. Hogness, J. biol. Chemistry 128, § 
251 [1939]. 
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Biochemische Vorgange bei der Erythrocytenreifung: 
Uber einen Hemmstoff des Succinatoxydase-Systems 
in Reticulocyten? 


Von 
§. Rapoport und W. Gerischer-Mothes 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitat, Berlin N 4 
Direktor: Prof. Dr. 8. M. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1955) 


Der Differenzierungsvorgang, der zur Bildung des reifen Erythro- 


f cyten fiihrt, ist nicht nur morphologisch in der Hauptsache durch Ver- 


lust von Kern und Substantia reticulo-(granulo-)filamentosa gekenn- 
zeichnet, sondern auch durch eine Reihe von Stoffwechselveranderungen, 
unter denen der Verlust der Atmung als vermutlicher Energiequelle der 
im Reticulocyten einhergehenden synthetischen Prozesse von beson- 
derem Interesse erscheint. 


In friiheren Mitteilungen wurde iiber das Atmungssystem der Reti- 
culocyten? berichtet und das Vorhandensein des Succinatoxydase- 
Systems nachgewiesen, dessen Wirksamkeit anscheinend mit der Rei- 
fung stark abnahm. Biologische Dynamik und Mechanismus des Ver- 
schwindens des Succinatoxydase-Systems erschienen von gréBtem In- 
teresse. 


Ausgehend von der Auffassung, daB die Enzymveranderungen nicht 
etwa zufillige statistische Vorginge darstellen, sondern in gesetzmaBiger 
Weise vor sich gehen, wurde das Augenmerk auf das mégliche Auftreten 
von spezifischen Hemmstoffen gerichtet, die das schnelle Verschwinden 
der Atmung im Verlauf der Reifung erkliren kénnten. 


Material und Methoden 


Fiir die Versuche wurde reticulocytenreiches Blut von Kaninchen mit Ent- 
blutungsanémie verwendet. Die Herstellung von Suspensionen und Hamolysaten 
wurde an anderer Stelle beschrieben?, ebenso wie Durchfiihrung der manometrischen 
Messungen und Herstellung von Succinatoxydase-Praparaten aus Rinderherz!. 


1 Siehe a.S. Rapoport u. Ch. Nieradt, diese Z. 302,179 [1955], folgende 
Mitteilung. 
nia 2 §. Rapoport u. E.C.G. Hofmann, Biochem. Z. 326, 493— 498, 499— 506 
1955}. 
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Ergebnisse 


1. Die Succinatoxydase des Reticulocyten-Hamolysats 
Es ware zu erwarten, daB der im Succinatoxydase-System des Hi. 
molysats gemessene Sauerstoff-Verbrauch der Atmung intakter Blut- 
kérperchen zumindest gleichkommt, falls dieses System den begrenzen. 
den Faktor darstellt, ansonsten aber sie iibersteigt. In der Tat wird nach 
kurzer Entblutung oder bei Tieren, die durch Injektion von Phenyl. 





su 


F 
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Abb. 1. Atmung einer Erythro- 


cyten-Suspension und Verlauf 
der Aktivitét der Succinatoxy- 
dase des Hamolysates. 
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min-— 
Tab. 1. Suspensionsatmung und Succinatoxydase-Aktivitat 
nach verschieden langer Entblutungsdauer. 
Die Werte sind in mm* O,/Stde. angegeben. 





Entblutungs- Sauerstoff-Verbrauch 
Tier dauer ‘ : Succinat- 
T Suspension 

age oxydase 





207 282 


55 4 
20 260 26 








hydrazin zur Produktion von Reticulocyten angeregt werden, ein be- 
trachtlich héherer Sauerstoff-Verbrauch im Succinatoxydase-System als 
in einer Erythrocytensuspension beobachtet. Langer entblutete oder 
linger mit Phenylhydrazin behandelte Tiere zeigen jedoch meistens 
einen deutlich kleineren Succinatoxydase-Wert als der Atmung ent- 
spricht. AuBerdem sinkt der Sauerstoff-Verbrauch im Succinatoxy- 
dase-System wihrend eines Versuches. Abb. 1 und Tab. 1 illustrieren 
diese Aussagen. Abb. 1 zeigt ein Absinken der Succinatoxydase im 
Hiamolysat, das nach 30min deutlich und nach 60 min fast vollstandig 
wird; in der ersten 15-min-Periode wurden 30, in der sechsten und 
siebenten 15-min-Periode nur 3 mm* Sauerstoff aufgenommen. Tab. | 
zeigt das Beispiel einer ausgepriigten Verminderung der Succinatoxy- 
dase nach langerer Entblutungsdauer. 
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Unter den Faktoren, die das Absinken der Succinatoxydase beein- 
flussen, wurde die Wirkung von Succinat, die ihrerseits von Temperatur 
und pu abhangt, deutlich. Abb. 2a zeigt, daB selbst nach 4-stdg. Stehen 
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Abb. 2. a) Abb. 2. b) 


Abb. 2. a) Succinatoxydase und Zeitpunkt des Succinatzusatzes bei 17°. 
x-—x— Kontrolle bei 4°; o—o 4Stdn. mit Succinat; e—e 2 Stdn. ohne Succinat; 
©—© 4S8tdn. ohne Succinat. 
b) bei 37°. Succinatzugabe nach den in der Abb. angegebenen Zeiten. 
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Abb. 3. pH-Einflu8 auf die Succinat- 
oxydase vor und nach Zusatz von 
Succinat. 
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Die Versuche wurden in 0,1-m. Phos- 
phat-Puffer vom angegebenen pH 
durchgefiihrt. Kurve 1: Reticulo- 

cytenhamolysat mit Succinat, 
Kurve 2: dasselbe nach 60 min 

bei 37°. 
x 0,16-m. NaCl mit Succinat; 
o 0,16-m. NaCl ohne Succinat. 




















bei 17° in Gegenwart von Succinat kein Sinken des Sauerstoff-Verbrauchs, 
verglichen mit einer Kontrolle, die bei 4° gehalten wurde, auftrat; 
ohne Succinat war schon nach 2 Stdn. bei 17° eine Abnahme bemerkbar 
und nach 4 Stdn. sehr ausgepriigt. Abb. 2b zeigt die Ergebnisse bei 37°. 
Hier geniigen schon 45 min Inkubation ohne Succinat, um eine weit- 
gehende Verminderung des Sauerstoff-Verbrauchs zu bewirken. Abb. 3 
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zeigt den bemerkenswerten Einflu8 des pu auf Succinatoxydase und 
Substratschutz. Die obere Kurve zeigt, da dieSuccinatoxydase-Wirkung 
mit steigendem pu sich mehr als verdoppelt; die untere Kurve stellt 
den Einflu8 einer Succinatzugabe nach 60 min Versuchsdauer im War. 
burg-Apparat bei 37° dar. Man ersieht, daB bei px 5 bei verspateter Suc. 
cinatzugabe eine vollige Hemmung der Oxydase eintrat, wahrend bei 
pu 8 ein sehr betriachtlicher, dem zweiten Stundenwert des Ansatzes 
mit Succinat entsprechender Sauerstoff-Verbrauch zu beobachten war. 
Die Ergebnisse weisen auch darauf hin, daB ein spezifischer Effekt des 
Phosphats vorliegt. Die Aktivitat der Succinatoxydase des Hamolysats 
einer Kochsalzsuspension ist bedeutend geringer als die einer Phosphat- 
suspension von entsprechendem px. Die beiden py-Effekte sowohl auf 
das Succinatoxydase-System als auch auf den Substratschutz lassen 
sich wohl einheitlich als ein py-Effekt auf eine Hemmung, die mit 
steigendem pu geringer wird, deuten. 

Die wahrscheinlichste Deutung der in diesem Abschnitt beschrie- 
benen Beobachtungen schien das Auftreten eines Hemmstoffes in wech- 
selnder Menge, dessen biologische Bedeutung im ProzeB der Reifung das 
gesetzmaBige Absinken des Atmungsprozesses darstellt. 

Die nachsten Versuche waren der Verfolgung dieser Arbeitshypo- 
these, dem Nachweis und den Eigenschaften dieses Hemmstoffes, ge- 
widmet. 


2. Hemmstoffe und Aktivatoren des Succinatoxydase- 
Systems im roten Blutkérperchen 


In den zu beschreibenden Versuchen sollte der Einflu8 von Hamoly- 
saten auf die Succinatoxydase gepriift werden. Als Succinatoxydase- 
System dient ein in iiblicher Weise hergestelltes Herzmuskelpraparat. 

a) Der Hemmstoff der Reticulocyten: Abb. 4 zeigt als Wir- 
kung von Reticulocytenhimolysat auf ein Herzsuccinatoxydase-Priipa- 
rat eine betrachtliche Hemmung, die mit steigenden Himolysatmengen 
zunimmt. Bemerkenswert ist der konstante Grad der Hemmung. 

In Abb. 5 sind die Resultate einer Auftrennung des Hamolysats 
durch Zentrifugieren in iiberstehende Lésung (RU) und Riickstand (RS), 
im folgenden auch ,,Stroma“ genannt, gezeigt. Man erkennt, daB die 
Hemmwirkung nur in der RU enthalten ist, wihrend das Stroma sogar 
eine steigernde Wirkung auf das Herzenzym ausiibt. Abb. 6 zeigt, dab 
hemmende und steigernde Wirkung der Reticulocytenfraktionen auf- 
einander Einflu8 haben. Man sieht, dai die Hemmung durch RU allein 
ausgepragter ist als durch RU und RS zusammen, wie sie im Vollhimo- 
lysat vorliegen. AuBerdem kann die steigernde Wirkung der RS durch 
Zugabe von RU vollkommen durch die eintretende Hemmung iiberdeckt 
werden. 

b) Die steigernde Wirkung von reifen Erythrocyten: Im 
Gegensatz zur Hemmwirkung von Reticulocyten zeigen Himolysate von 
Kontrolltieren eine steigernde Wirkung. Abb. 7 zeigt einen entsprechen- 
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Abb. 4. Die Hemmwirkung von Reticulocyten-Haimolysat (RH) auf das Succinat- 
oxydase-System des Herzens (H.S.O.). 
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Abb. 5. Die Wirkung von Stroma (RS) und 
iiberstehender Lésung (RU) von Reticulocyten 


auf Herzenzym (H.S.0O.). 


Abb. 6. Kombinierte Wirkung von RU und RS 


auf Herzenzym. 
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Abb. 7. Die Wirkung von Hamo- 
lysaten aus normalen Zellen (NH) 
auf die Herz-Succinat-Oxydase 
(H.S.0.). 
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den Versuch. Die Resultate einer Auftrennung in tiberstehende Lésung 
(NU) und Riickstand (NS) sind in Abb. 8 dargestellt. Beide Anteile 
steigern, wobei die Wirkung der NU gréBer ist. 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Abb. 8. Die Wirkung von Stroma (NS) und iiberstehender Lésung (NU) von 
Normalzellen auf die Herz-Succinat-Oxydase (H.S.0.). 


Abb. 9. Fraktionierung der NU-Wirkung. | 
Steigernde Wirkung von Dialysierriickstand (NUdialys.) und Kochsaft (NUKS) 
auf die Herz-Succinat-Oxydase (HE). 

Uber das Wesen der steigernden Wirkung liegen erst orientierende 
Versuche vor. Abb. 9 zeigt, daB diese Wirkung sowohl nicht-dialysierbar 
als auch hitzestabil ist. Vermutlich handelt es sich also um einen niedrig- 
molekularen Anteil, der urspriinglich in einer nicht-dialysierbaren Form 
gebunden vorliegt. 


3. Uber die Eigenschaften des Hemmstoffes 
und die Bedingungen seiner Wirkung 


Abb. 10 zeigt die Zeitabhangigkeit der Ausbildung der Hemmwir- 
kung. Man erkennt, daB erst nach 35—40 min die Hemmwirkung ihr 
Maximum erreicht, um sodann konstant zu bleiben. Der Vergleich mit 
Abb.4 weist darauf hin, daB diese Konstanz bis zu 300 min festzustellen 
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Abb. 10. Die Zeitabhangigkeit der RU-Hemmung. 
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ist. In Abb. 11 ist ein Versuch mit verschiedenen Mengen Hemmstoff 
bei konstanter Herzenzymmenge gezeigt. Die verschiedenen Kurven be- 
ziehen sich auf Vergleiche fiir 1. die Periode der ersten 10 min, 2. von 
10—30 und 3. 90—120 min. Man ersieht, daB a) die Hemmung die fiir 
viele biologische Titrationen typische S-férmige Kurve darstellt und b), 
daB die Zeit fiir die Ausbildung der Hemmung von der RU-Menge ab- 
hingt. Wahrend im Ansatz mit 0,2 ml RU die Hemmung von 18 auf 
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Abb. 11. Abb. 12. 


Abb. 11. Der Einflu8 von Menge und Zeit auf die RU-Hemmung. 


Abb. 12. Herzenzym-Menge und Hemmung. 
Die linke Ordinate und die zwei oberen Kurven geben den Sauerstoff-Verbrauch in 
mm’ O,/Stde. an, die rechte Ordinate und die unterste Kurve den Prozentsatz 
der Hemmung. 


33% im Verlauf des Versuches zunahm, blieb sie mit 0,8 ml RU konstant 
bei 86—87%. 

Abb. 12 zeigt einen Versuch, in dem bei konstanter Hemmstoff- 
menge die Herzenzymmenge variiert wurde. Neben dem Sauerstoff-Ver- 
brauch ist auch der Prozentsatz der Hemmung dargestellt. Man ersieht, 
daB der Grad der Hemmung mit steigenden Herzenzymmengen nur um 
weniges abnahm. Dieses Verhalten wurde in mehreren Versuchen mit 
verschiedenen Herzpraparaten und verschiedenen Graden der Hemmung 
iibereinstimmend beobachtet. 

In diesem Zusammenhang schien auch die Frage von Interesse, in 
welchem Ausmafe der Hemmstoff an das Herzenzym gebunden wird. 
Tab. 2 enthalt die Ergebnisse eines dahingehenden Versuches. 

a) Eine Mischung von RU und Herzenzym wurde 30 min bei 20° 
inkubiert, und sodann in der Kalte auf der Zentrifuge in iiber- 
stehende Lésung und Riickstand getrennt. Der Sauerstoff-Verbrauch der 
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Tab. 2. Bindung des Hemmstoffes an das Herzenzym (HE). 
Alle Werte sind in mm® O,/Stde. angegeben. 





























Ansatz 30 min 60 min ~~ ee 
0 
A OMw eee ee 47 89 100 
2. 0,15mlHE + 0,035RU..... 18 33 33 
3. 0,3 ml Nd. aus Mischung HE + RU 0 0 0 
4. 0,3 ml iiberstehende Lésung aus 
MischungHE+RU...... 0 0 
5. 0,15 ml HE + 0,07 ml iiberstehen- 
de Lésung aus Mischung HE + RU 45 85 95 






Mischung und der Fraktionen wurde bestimmt, ebenso wie der Einflub 
einer Zugabe der iiberstehenden Mischung auf Herzenzym. Man erkennt 
aus den Ergebnissen, daB der Hemmstoff giinzlich an den Zentrifugier- 
riickstand gebunden wird und daf die iiberstehende Lésung keine 
weitere Hemmwirkung aufweist. 

b) Wirkung von px und Succinat: Aus Tab. 3 wird ersichtlich, 
daB die Hemmung bei px 7,4 bedeutend geringer war als bei pu 6,5. 

Diese Resultate sind vor allem in Hinblick auf die Beobachtungen 
an der Succinatoxydase der Reticulocyten von Interesse. Tab. 4 enthalt 












Fab. 3. Der EinfluB des pq auf die Hemmstoffwirkung. 
Die Werte sind in mm® O,/Stde. angegeben. 








W irkung pu 6,5 Wirkung 


0 {0 












Ansatz | pu 7,4 | 


















Hialllin 0S. YS 93 63 
HE + 0,025 RU 57 39 31 —5l 
HE + 0,050 RU 38 —63 8 87 










Tab. 4. Die Konkurrenz zwischen Hemmstoff und Succinat. 

Es wurde unter iiblichen Versuchsbedingungen gearbeitet, jedoch wurde 
entweder Succinat oder eine in einem Vorversuch festgelegte Menge RU, die eine 
etwa 50-proz. Hemmung bewirkte, von der Seitenbirne nach 60 min eingekippt. 
Die iibliche Ausgleichsperiode von 15 min (8 min mit offenen, 7 min mit geschlosse- 
nen Manometern) wurde eingehalten. 


































Sauerstoff-Verbrauch 

A Zugabe ) : i 
nsatz aes, 0— 60 min 60—90 min | 90— 120 min 

mm*® | % mm | o% mm* % 

HE + Suce. . . _ 109 100 45 100 33 100 
| ES ee Suce. 88 80 60 130 31 95 
HE + Suce. . . RU 116 105 27 60 15 45 
HE + RU Suce s 9 0 0 0 0 





die Resultate des entsprechenden Versuches iiber die Wechselwirkung 
zwischen Hemmstoff und Succinat. Neben zwei Kontrollansaitzen, einem 
mit Herzenzym und Succinat und einem, dem das Succinat erst nach 
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60 min zugesetzt wurde, liefen zwei Ansatze, in denen entweder Succinat 
oder RU erst nach 60 min zugefiigt wurden. In der Tabelle ist der 
Sauerstoff-Verbrauch der ersten Stunde mit dem der zwei darauf fol- 
genden 30-min-Perioden verglichen. Die Kontrollansitze zeigen, daB 
auch ohne Succinat ein betrichtlicher Sauerstoff-Verbrauch eintrat und 
daB die 120-min-Werte beider Ansitze annihernd gleich groB waren; 
eine Schadigung des Enzyms ohne Succinat tritt also nicht ein. Bei nach- 
triglichem Zusatz von RU war die Hemmung um vieles geringer als in 
dem Ansatz, der mit Hemmstoff vor Succinatzugabe lief. 

c) Eigenschaften und Fraktionierung des Hemmstoffes: 
Aus den Resultaten von Tab. 5 werden einige Eigenschaften des Hemm- 
stoffes ersichtlich. Die Hemmung ist gleich groB nach Dialyse und ist im 


Tab. 5. Die Eigenschaften des RU-Hemmstoffes. 





Aktivitat 
0/ 
i0 


la) HE 306 100 
lb) HE+0,4m/RU.... 118 38 
lc) HE + 0,4 ml RU nach 

Dialyse 108 35 


2a) HE allein 195 100 
2b) HE + 0,4 ml Kochsaft RU 234 117 


60 min 














Tab. 6. Fraktionierung des RU-Hemmstoffes (AS = Ammoniumsulfat-Sattigung). 





Zuges. Succ. Oxyd. 
Versuch Fraktion PH Menge Aktivitat 
ml mm? O,/Stde. iy 


Wirkung 
0/ 





es es | — 
Ausgangslisg. 0,4 

I 0,33 AS .. 1,6 
II 0,50AS .. 0,8 
III 0,75 AS .. 0,8 


nee 2S. — 
Ausgangslésg. 0,025 

Ia 0,33 AS . . 0,050 
Ib 0,33 AS . . 0,050 
IIa 0,50 AS . . 0,050 
IIb0,50AS . . 0,050 
IIIa 0,60 AS . . 0,050 
IIIb 0,60 AS . . 0,050 


ea — 
Ausgangslisg. 0,10 

I 0,33 AS 0,12 
II 0,50 AS 0,07 
III 0,60 AS 0,12 
I + II/1 0,33 AS 0,12 

I + II/2 0,50 AS 0,10 
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Kochsaft nicht vorhanden. Vermutlich handelt es sich also um einen 
EiweiBstoff. Weiteren Aufschlu8 geben die Fraktionierungsversuche mit 
Ammoniumsulfat, von denen drei in Tab. 6 enthalten sind. 

Im allgemeinen wurden die iiberstehenden Fliissigkeiten mehrerer Hamolysate, 
die bis zur Verwendung bei —20° aufbewahrt wurden, gesammelt. Dabei wirkte 
die Tatsache stérend, daB bei der Aufbewahrung Verluste wechselnden Ausmafes 
eintraten. Plétzliche Aktivitatsverluste traten auch wahrend der Aufarbeitung 
ein, so daB nur zweimal eine Refraktionierung durchgeftihrt werden konnte, 
Ein Versuch, bei —7° eine fraktionierte Alkoholfillung durchzufiihren, lieferte 
nur inaktive Fraktionen. 

Der Fraktionierungsversuch A der Tab. 6 zeigt, daB ein verhiitnis. 
maBig kleiner Anteil des Hemmstoffes bei 0,33 Sattigung ausfiel. Diese 
Fraktion gab in vierfacher Menge nur etwa ?/, der Hemmung, ver- 
glichen mit der Ausgangslésung. Eine grobe Interpolation fiihrt zur 
Schatzung von etwa 20% der Aktivitat in dieser Fraktion. Die Haupt- 
menge, etwa 55%, fiel bei 0,5 Sattigung aus. Weitere Fallungen bei 
hoherer Sattigung waren inaktiv. In Ansatz C wurde durch Zusatz von 
0,02-m. Phosphatpuffer bei po 7, pu 8 und pu 8,6 fraktioniert. Auch 
hier enthielt die 0,33-Fraktion annihernd 1/3 und die 0,5-Fraktion 2/3 
der Aktivitat, wihrend die 0,6-Fraktion inaktiv war. Anscheinend ist die 


Fraktionierung bei pu 7 etwas besser als bei px 8. Die nicht gezeigten | 


Resultate bei 8,6 waren deutlich schlechter. In Ansatz E wurde eine 
Refraktionierung durchgefiihrt. Wieder enthielt die 0,33-Fraktion rund 
1/3 der Aktivitait, waihrend die 0,6-Fraktion hemmstoff-frei war. Die 
vereinten ersten Fraktionen wurden noch einmal bei 0,33 und 0,5 un. 
gefallt. Danach enthielt die 0,33-Fraktion etwa 1/10 und die 0,5-Fraktion 
9/10 der Hemmstoffmenge. 


Diskussion 


Nach vorherrschender Meinung* geht die Reifung von Reticulo- 
cyten, d. h. das Verschwinden der Substantia reticulo-(granulo-)filamen- 
tosa, die nach unseren Untersuchungen‘ eine spez. RNS darstellt, in 
einem Zeitraum von 24—72h vor sich. Obwohl keine dahingehenden 
Untersuchungen vorliegen, ist anzunehmen, da innerhalb derselben 
Periode auch der charakteristische Abfall in der Atmung sich einstellt. 
Nach unseren Befunden? ist die stark reduzierte Atmung auf eine Ver- 
minderung des Succinatoxydase-Komplexes, d. h. sowohl der Succino- 
dehydrase als auch der Cytochromoxydase zuriickzufiihren. Es ist zu ver- 
muten, daB ein enger Zusammenhang zwischen der hier gezeigten Unbe- 
stindigkeit und Abnahme der Succinatoxydase-Aktivitaét von Hamoly- 
saten und dem Schwinden der Succinatoxydase bei der Reifung besteht. 


3 C.W. Heath u. G. A. Daland, Arch. internal. Med. 46, 533 [1930]: 
L. Heilmeyer u. R. Westhauser, Z. klin. Med. 121, 361 [1932]; L. E. Young 
u. J. S. Lawrence, J. clin. Invest. 24, 554 [1945]. 

4 R.Coutelle, S. Rapoport u. R. Lindigkeit, Naturwissenschaften 42, 
127 [1955]. 
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Schon friiher war aus allgemeinen Erwagungen die Existenz von spezi- 
fischen Hemmstoffen postuliert worden. Das Verhalten der Succinat- 
oxydase im Haimolysat war AnlaB, um dieser Hypothese nachzugehen. 
In der Tat zeigt sich eindeutig die Wirkung eines Hemmstoffes, der an 
Priparaten von Herz-Succinatoxydase gepriift werden konnte. Die 
Hemmwirkung auf das Herz ist héchstwahrscheinlich identisch mit der 
Selbsthemmung der Succinatoxydase von Hamolysaten. Dafiir spricht 
|. die gleichartige py-Abhangigkeit, wonach im alkalischen Gebiet die 
Hemmung stark abnimmt, 2. der gleichsinnige Einflu8 des Succinats, 
das der Hemmung entgegenwirkt, sowie 3. die Kinetik der Hemmung, 
die eine relativ langsame Zeitreaktion ist, die etwa 30—40 min bis zu 
maximaler Ausbildung erfordert. 


Aus den angefiihrten Versuchen lassen sich einige SchluBfolgerungen 
beziiglich des Wesens der Hemmstoffwirkung ziehen. Es handelt sich 
héchstwahrscheinlich um keine enzymatische Wirkung. Dagegen spricht 
die Tatsache der Konstanz der maximal erreichten Hemmungen, die 
zugleich die Méglichkeit einer halbquantitativen Titration des Hemm- 
stoffes gibt. Die Frage nach der Reversibiltaét der Hemmwirkung laBt 
sich nicht eindeutig beantworten. Die Versuche, die in Abb. 12 darge- 
stellt sind, sprechen fiir eine wenig reversible Hemmung, die also dem 
pseudo-irreversiblen Typ von Potter® nahekommt. Diese Frage miiBte 
im Hinblick auf die kompetitive Hemmung des Succinats noch ein- 
gehender untersucht werden. Von Interesse in diesem Zusammenhang 
ist die Tatsache der kompletten Bindung des Hemmstoffes an die sedi- 
mentierbaren Teilchen des Herzenzyms. Der Hemmstoff laéBt sich als 
ein wasserlésliches Globulin kennzeichnen. Uber die Ursache seiner La- 
bilitat 14Bt sich vorliufig wenig sagen. 


Die Tatsache, daB Haimolysate von Normalblut alle Hemmwirkung 
vermissen lassen, fiihrt zur SchluBfolgerung, da8B nicht nur die Atmungs- 
kette, sondern auch ihr Hemmstoff einer biologischen Dynamik unter- 
liegt und mit dem Schwinden der Atmung auch absinkt. In einer kiinf- 
tigen Mitteilung wird ausfiihrlicher iiber das hemmstoff-inaktivierende 
Prinzip berichtet werden, ebenso wie iiber die Beobachtungen beziig- 
lich des Auftretens und Absinkens des Hemmstoffes in Beziehung zur 
Reticulocytose. 


Sowohl iiberstehende Fliissigkeit als auch Stroma von Normocyten 
und das Reticulocytenstroma zeigen eine steigernde Wirkung auf die 
Succinatoxydase. Es mag sich um Metalleffekte oder um die Wirkung 
von Extraktivstoffen handeln. Diese Wirkungen werden von der Hemm- 
stoffwirkung iiberdeckt. Es ist wahrscheinlich, daB sie oberhalb der 
Hemmwirkung ihren Angriffspunkt haben, vermutlich zwischen Cyt. 
bund ¢. 


5 W. W. Ackermann u. V. R. Potter, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 1 
1949}. 
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Zusammenfassung 


Es wird iiber die Selbsthemmung der Succinatoxydase im Reticulo. 
cyten-Haimolysat berichtet, die auf die Wirkung eines Hemmstoffes 
zuriickgefiihrt werden konnte. Der Hemmstoff befindet sich nach Zentri. 
fugieren in der iiberstehenden Fliissigkeit; er wurde teilweise gereinigt. 


Summary 


Information is presented concerning the self-inhibition of succinic 
oxidase in reticulocyte haemolysate, this effect being attributable to the 
activity of an inhibitor. The inhibitor is present in the supernatant 
liquid after centrifuging and was partially purified. 
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Bd. 302 (1955) 


Biochemische Vorgange bei der Reticulocytenreifung: 


Uber den Angriffspunkt des Reticulocytenhemmstoffes 


in der Atmungskette 
Von 
§. Rapoport und Ch. Nieradt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt- Universitat, Berlin N 4, 
Direktor: Prof. Dr. 8. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1955) 


In dieser Mitteilung! wird iiber Versuche zur Lokalisierung der 
Wirkung des Hemmstoffes der RU* auf das Succinatoxydase-System 
berichtet. 


Material und Methoden 


Fiir alle Versuche wurden Kaninchen verwendet, die nach mehrmaligem 
Entbluten betrachtliche Hemmstoffaktivitat ihres reticulocyten-reichen Blutes auf- 
wiesen. Die Herstellung der Hamolysate erfolgte durch Gefrieren. Uberstehende 
Lésung (RU) und Stroma wurden durch Zentrifugieren mit 3000 g getrennt. 


Alle Manipulationen wurden bei 2—4° durchgefiihrt. Falls die Hemmstoff- 
wirkung nicht sofort gepriift werden konnte, wurden die RU-Proben bei —20° 
aufbewahrt; sie konnten 2 Wochen ohne bedeutenden Wirksamkeitsverlust auf- 
bewahrt werden. Nach langerer Zeit traten wechselnde Verluste auf. 


Die manometrischen Succinatoxydase-Messungen wurden in iiblicher Weise 
im Warburg-Apparat bei 1 ml Endvolumen in 0,1-m. Phosphat von py 7,4 durch- 
gefiihrt. Im Einsatz befand sich Kaliumhydroxyd. Die Succinodehydrase wurde 
in 1,5 ml Endvolumen in 0,03-m. Phosphat in Gegenwart von 0,02-m. KCN und 
bei einer Methylenblau-Konzentration von 0,06% gemessen. Die angewandten 
spektrophotometrischen Methoden sind an anderer Stelle aufgezahlt?. 


Wenn nicht anders angegeben, wurden die zu priifenden RU-Proben oder 
inre Verdiinnung in bei Vorversuchen ermittelter Menge Herzenzymverdiinnung 
bei Zimmertemperatur (15—20°) inkubiert. Es erwies sich als notwendig, darauf 
zu achten, daB die Phosphatkonzentration der Mischungen nicht wesentlich von 
0,1 Mol/l abwich. Die Inkubationsdauer betrug im allgemeinen 25—60 Minuten. 
Die Herzenzympraparate wurden, wie friiher angegeben?, hergestellt. 


1S.a.8. Rapoport, W.Gerischer-Mothes u. Ch. Nieradt, Natur- 
wissenschaften 42, 128 [1955]. 

; so ge oh eae u. Ch. Nieradt, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam], 
im Druck. 

* In der Arbeit werden folgende Abkiirzungen verwendet: RU fiir tiber- 
stehende Fliissigkeit des Hamolysats eines reticulocyten-reichen Blutes; Cyt. 
fiir Cytochrom; DiC1PI fiir Dichlorphenol-indophenol; DPNH fiir reduziertes 
Diphosphopyridin-Nucleotid. 

12* 
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Ergebnisse 
A. Succinat-Systeme 


1. Die Hemmwirkung im manometrischen Succinat-System 


Wiederholte Vergleiche zwischen manometrischer Succinatdehyd. 
rase- und Oxydase-Messungen zeigten, daB die Hemmung zwar regel. 
maBig auch im Dehydrase-System auftrat, daB sie aber im Ausmaf 
meistens bedeutend geringer war. Auch war im Dehydrase-System keine 
Proportionalitat zwischen RU-Menge und Hemmwirkung zu beobachten. 
Tab. 1 enthalt 2 reprasentative Versuche: der erste ist ein Beispiel fir 
eine Dehydrase-Hemmung, deren Ausma der im Oxydase-System nahe. 
kommt, der zweite zeigt einen bedeutend kleineren Effekt. 


Tab. 1. Die Hemmwirkung im manometrischen Succinodehydrase-Versuch. 
Die Ansatze enthielten 0,1 ml Herzenzym (HE), 0,4 ml 0,1-m. Phosphat, 0,1 ml 
1-proz. Methylenblau, 0,2 ml 0,4-m. Succinat, 0,2 ml 0,15-m. NaCN, 0,3 ml H,0 

und die unten angegebenen Mengen von RU bzw. 0,9-proz. NaCl-Lésung. 





Dehydrase 
mm? O, % 





HE + 0,lml/RU . 
HE + 0,2ml/RU . 


HE + 0,1 m/RU . 
HE + 0,2ml/RU . 








Es war daran zu denken, dai, wie es fiir Antimycin, Dimercapto. 
propanol und fiir bestimmte Naphthochinone* beschrieben wurde, der 
Haupteffekt der Hemmung nicht im Dehydrase-System, sondern in 
einem héher gelegenen Abschnitt der Atemkette, der gegen den Hemn- 
stoff empfindlicher wire, zu suchen sei. Die weiteren Versuche wurden 
mit spektrophotometrischer Methodik durchgefiihrt. 


2. Versuche mit Succinat-Cyt.c- 
und Succinat-Dichlorphenol-indophenol-Systemen 


Tab. 2 zeigt einen Vergleich zwischen Versuchen, in denen Cyt. 
und DiCIPI als Wasserstoff- bzw. Elektronenacceptoren dienten. Es ist 
ersichtlich, daB mit unverdiinnter RU im Cyt.c-System eine ausgeprigte 
Hemmung eintrat, vergleichbar mit den Resultaten in Succinat-Oxydase- 
Systemen, wihrend im Dehydrase-System auch spektrophotometrisch 


3 V.R. Potter u. A. E. Reif, J. biol. Chemistry 194, 287 [1952]; E. G. Ball, 

C. B. Anfinsen u. O. Cooper, J. biol. Chemistry 168 257 [1947]; A. E. Reif 

. V.R. Potter, J. biol. Chemistry 205, 279 [1953]; E.Slater, Biochem. J. 

8, 14 [1949]; 46, 484 [1950]; H.W.Clark, A. Neufeld, C. Widmer, 

.Stotz, J. biol. Chemistry 210, 851 [1954]; C. Widmer, H. W. Clark, 
eufeld u. E. Stotz, J. biol. Chemistry 210, 861 [1954]. 
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Tab. 2. Verdiinnungseffekt der Hemmstoffwirkung. 


Herzenzym (HE) wurde mit — Menge unverdiinnter und 1:3 mit Phosphat 
verdiinnter RU-Lésung 20—40 min lang inkubiert. 





Succe.-Cyt. c Suce.-DiCIPI 
Einheiten| % |Einheiten| % 





13,2 12,0 100 
HE + RU unverdiinnt. 1,6 5,8 49 
HE + RU 1:3 verd.. . 5,6 4,4 37 

















Abb. 1. Verdiinnungseffekt der Hemm- 

stoffwirkung im Succinodehydrase-Test. 

Die Verdiinnungen wurden mit 0,l-m. 
Phosphat durchgefiihrt. 























150 
sec— 


die Hemmwirkung kleiner war. Eine dreifache Verdiinnung zeigte einen 
Hemmungsabfall im Cyt.c-System, aber doch eine noch deutlichere 
Hemmung im Dehydrase-System, die nun der im Cyt.c-System in ihrem 
AusmaB vergleichbar war. Es war zu vermuten, da ein Stérfaktor in 
der unfraktionierten RU, der unter Umgehung des spezifischen Enzym- 
Katalysatorenkomplexes eine Reduktion des Farbstoffes katalysiert, fiir 
das anomale Verhalten der Dehydrase-Systeme die Ursache ist. In 
Abb. 1 sind die Resultate eines systematischen Verdiinnungsversuches 
im Dehydrase-System dargestellt, die die Auffassung stiitzen. Hier ist 
ersichtlich, daB erst bei hGheren Verdiinnungen die zu erwartende Pro- 


Tab. 3. Hemmstoffwirkung in Succinat-Cyt.c und DiCIPI-Systemen. 
Als Hemmstoff wurden sowohl die Ausgangslésung von Reticulocyten-Hamolysat 
als auch Ammoniumsulfatfraktionen (AS), die bei 50- und 55-proz. Sattigung aus- 
fielen, verwendet. Sie wurden mit gleicher Menge einer 1:1 Herzenzympraparation 
(HE) 45—70 min lang inkubiert. 





Suce.-Cyt. c Suce.-DiCIPI 
Kinheiten| % |Kinheiten| % 





42 100 
2,6 6 
7,0 17 
7,6 18 
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portionalitat zwischen Hemmwirkung und RU-Menge auftritt, wenn der 
vermutliche Stérfaktor durch Verdiinnung unwirksam wurde. 

Beweisend sind Versuche, in denen teilweise gereinigte Ammonium. 
sulfatfraktionen verwendet wurden. 

Tab. 3 zeigt einen Vergleich der Hemmwirkung von RU mit der von 
zwei Ammoniumsulfatfraktionen, die bei 50- bzw. 60-proz. Sattigung 
anfielen, in beiden Systemen. Es wird deutlich, da8 mit den Ammoniun. 
sulfatfraktionen die Hemmungen in beiden Systemen gleich groB sind, 
wahrend mit der unfraktionierten Ausgangs-RU der schon besprochene 
Unterschied zu beobachten war. 


Der EinfluB von px und Zeit auf die Hemmwirkung 


In den Succinatoxydase-Versuchen war festgestellt worden, dab die 
Hemmung eine Zeitreaktion darstellt, deren Endpunkt nach etwa 
25—30 min eintritt. Die Hemmung ist bei py 6,5 ausgepragter als bei 
7,4. Abb. 2 zeigt denselben Charakter der -Entwicklung der Hemn. 
wirkung im Succinodehydrase-System. Die Hemmung ist nach 20 min 
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Abb. 3. po-Abhangigkeit der Hemmwirkung. 
Die linke Ordinate und die oberste Kurve beziehen sich auf den Prozentsatz der 
Hemmung, die rechte Ordinate und die zwei unteren Kurven auf die Aktivitat 
in Einheiten. 
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pedeutend stirker als nach 8 min Inkubation. Weitere Messungen nach 
30 und 45 min gaben nur unwesentliche Unterschiede gegeniiber den 
Werten nach 20 min. Abb. 3 bestatigt und erweitert die Beobachtungen 
iiber den py-Effekt im Succinat-Cyt.c-System. Auch hier zeigt die Hem- 
mung ein Maximum bei etwa 6,5, das nach beiden Seiten hin abfallt. 


B. DPNH-Systeme 


Es erschien von prinzipieller Bedeutung sowohl fiir die Lokalisie- 
rung der Hemmwirkung als auch fiir die Theorie der Atmungskette im 
allgemeinen, den Einflu8 des RU-Hemmstoffes auf DPNH-Systeme zu 
iiberpriifen. 


Tab. 4. Hemmstoffwirkung in DPNH-Systemen. 





DPNH-O, DPNH-Cyt. c DPNH-DiCIPI 
Einheiten| % Einheiten| °% |Einheiten| % 


Ansatz 








HE allein . . 2,2 100 4,8 100 17,6 100 
HE+ AS . 0,7 35 2,0 40 25,6 145 


Tab. 4 zeigt einen reprisentativen Versuch an DPNH-Syste- 
men, in denen 3 verschiedene Oxydantien verwendet wurden. Da 
DPNH-O,- und manchmal auch DPNH-Cyt.c-Messungen mit unfrak- 
tionierter RU nicht durchfiihrbar sind, wurde eine Ammoniumsulfat- 
fraktion, die zwischen 0,33 und 0,5 Sattigung ausfiel, verwendet. Man 
etkennt eindeutig, daB sowohl mit Cyt.c als auch Sauerstoff als Acceptor 
ene Hemmung auftritt, waihrend im Farbstoffsystem (Diaphorase) so- 
gar eine Steigerung, die nicht weiter untersucht wurde, zu beobachten 
war. 


Tab. 5. Hemmung im Succinat- und DPNH-Cyt.c-System. 





DPNH-Cyt. ¢ Suce.-Cyt.c 
Einheiten| % |Einheiten| % 





100 
HE +RU995.... 
HE+RUS ... 37 








Tab. 5 zeigt, daB die Hemmungen im DPNH-Cyt.c- und im Succi- 
nat-Cyt.c-System annahernd gleich sind. 

Die eben beschiiebenen Versuche sind eine starke Stiitze der Auf- 
fassung eines gemeinsamen Oxydationsweges fiir DPNH und Succinat, 
wobei ein gemeinsamer Knotenpunkt, oberhalb der Diaphorase und 
unterhalb des Cyt.c gelegen, als der Angriffspunkt des Hemmstoffes er- 
scheint. Als wahrscheinlichstes Element erscheint das Cyt.b. 

Im Hinblick auf die Vermutung, daB Succinatdehydrase und Cyt.b* 
identisch seien, wurde die Wirkung von Malonat auf DPNH-Cyt.c und 
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Tab. 6. Der Einflu8 von Malonat auf DPNH- und Succ.-Cyt.c-Systeme. 














DPNH-Cyt.c Suce.-Cyt.c 
Ansat 
: Einheiten| %  |Kinheiten| % 
HE allen ..... 5,4 100 4,0 100 
HE + 0,008 Mol/l 
Malonat..... 5,6 105 0,3 7 











Succinat-Cyt.c untersucht. Die Ergebnisse in Tab. 6 zeigen, daB zwar 
das Succinatsystem, nicht aber das DPNH-System weitgehend gehemmt 
wurde. 

Diskussion 


Die hier berichteten Ergebnisse fiihren zu einer ungefahren Lokali- 
sierung des Angriffspunktes des RU-Hemmstoffes und erlauben Schlub.- 
folgerungen hinsichtlich der bis heute noch strittigen Fragen des gemein- 
samen Abbauweges fiir DPNH und Succinat. 

Eine Hemmung durch RU-Hemmstoff trat in allen Succinat-Sy. 
stemen einschlieBlich des Dehydrase-Systems auf. Es erscheint héchst- 
wahrscheinlich, daB das Succinatdehydrase-System nicht eine einfache 
Dehydrasé, sondern einen eng gekoppelten Komplex von Enzymen dar. 
stellt; Cyt.b gilt als ein Bestandteil dieses Komplexes, der die Reduktion 
von Cyt.c® katalysiert; strittig ist, ob das Cyt.b auf dem Hauptweg der 
Oxydationskette liegt®. Die an sich unwahrscheinliche Vermutung, daf 
Cyt.b und Succinatdehydrase identisch sein kénnten*, ist schon in ver- 
schiedenen Arbeiten’ widerlegt worden. Die unterschiedliche Wirkung 
des Malonats auf DPNH- und Succinatdehydrierung unterstiitzt die Auf- 
fassung ihrer Nicht-Identitaét. Im iibrigen ist es neuerlich gelungen, 
Succinatdehydrase aus dem Enzymkomplex® abzutrennen. 

Die Tatsache, daB mit DPNH als Substrat die Systeme, in denen 
Cyt.c und Sauerstoff als Wasserstoff- bzw. Elektronenacceptoren dienen, 
gehemmt werden, nicht aber das Dehydrase (Diaphorase)-System, er- 
laubt im Vergleich mit den Succinatsystemen eine Lokalisierung der 
Hemmwirkung. Das DPNH-Dehydrase-System besteht vermutlich aus 
der einfachen Folge DPNH-spezifisches Flavin-Farbstoff. Somit ist die 
Hemmung oberhalb des Flavins und unterhalb des Cyt.c an einem ge- 
meinsamen Kreuzungspunkt mit der Succinatdehydrierung gelegen. 


4 A.M. Pappenheimer u. E.D.Hendee, J. biol. Chemistry 180, 597 
[1949]; s. a. E. Slater, 1. c.%. 

5 D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 127, 167 
[1939]; 129, 277 [1940]. 

®° B. Chance, Nature [London] 169, 215 [1952]. 

7 C. L. Tsou, Biochem. J. 49, 512 [1951]; s. a. C. Widmer, H. W. Clark, 
A. Neufeld u. E. Stotz, l.c.%. 

8 H. A. Neufeld, C.R.Scott u. E.Stotz, J. biol. Chemistry 210, 869 
[1954]; T. P. Singer u. E. B. Kearney, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
15, 151 [1954]. 
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Diese Umstiinde fiihren zur SchluBfolgerung, daB dieser Knotenpunkt 
moglicherweise Cyt.b darstellt, das somit auch in den Oxydationsweg 
des DPNH eingeschaltet erscheint. Das Schema der Atmungskette, das 


sich somit zumindest fiir den Herzmuskel ergibt, zeigt. Abb. 4. 


ii aes a 0, 


t 
Cyt.-Oxydase 
| 

? Cyt. 
Farbstoff [+ Al 


+ 
| = Cyt.b? |< RU-Hemmstoff 
Flavinenzyme  Succinodehydrase 


t t 
DPNH Succinat 


Abb. 4. Schema der Atmungskette. 





Dabei sind die Ergebnisse der Al-Aktivierung beriicksichtigt, nicht 
aber die Wirkungen, die méglicherweise oberhalb des Cyt.b vorliegen®, 
noch das Phyllochinon®, das vermutlich unterhalb des Cyt.b ein- 
geschaltet ist. 

Die an anderer Stelle berichteten Ergebnisse iiber die Konkurrenz 
zwischen Succinat und Hemmstoff werfen die Méglichkeit einer gleichen 
Haftstelle oder aber einer vorzugsweisen Wirkung des Hemmstoffes auf 
die oxydierte Form der ersten gemeinsamen Komponente auf. 


Zusammenfassung 


Die Wirkung des Hemmstoffes der Reticulocyten lat sich in allen 
Succinatsystemen und in dem DPNH-Cytochrom c- und DPNH-O,-Sy- 
stemen nachweisen. Der Hemmstoff wirkt vermutlich auf Cytochrom b. 


Summary 


The activity of the reticulocyte inhibitor can be demonstrated 
in all succinate systems and in the DPNH-cytochrome c and DPNH-O, 
systems. The inhibitor is assumed to act on cytochrome b. 





°C. Martius, Biochem. Z. 826, 26 [1954]. 
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Die Polyuronsauren der Braunalgen 
(Kohlenhydrate der Algen I) 
Von 
F. G. Fischer und Helmut Dérfel 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1955) 


Die Zellwinde der meisten Braunalgen enthalten in gréBeren Men. 
gen als hydrophile, feste Gallerte Salze der Alginsaiure. Aus den Er. 
gebnissen der bisherigen zahlreichen Untersuchungen dieser Polyuron- 
siiure wird als sicher angenommen, daf} sie ausschlieBlich aus D- Man. 
nuronsaure-Einheiten besteht, die /-glucosidisch in ].4’-Stellung li- 
near verkniipft sind (I)!. 

CO,H 7 
Os aia o- 
1|\¢~# ‘ar 
JI\.0H OH 
\}— 7 


H H . 


Durch die Bildung dieser, anderswo im Pflanzen- und Tierreich 
bisher nicht nachgewiesenen Polymannuronsiure zeichnet sich der 
Kohlenhydrat-Stoffwechsel der Phaeophyceen in sehr bemerkenswerter 
Weise aus. 

Es stellt sich die Frage, ob die Braunalgen tatsaichlich nur zur 
Synthese der polymeren Mannuronsiure befahigt sind und andere Uron- 
siuren, wie die z. B. in den Pektinen anderer Pflanzen ungemein ver- 
breitete Galakturonsiure und die Glucuronsiure nicht enthalten. 


Wir haben zur Beantwortung dieser Frage (und zur Untersuchung | 


von Polyuronséuren und Uronsauren enthaltenden Stoffen iiberhaupt) 
unlangst eine papierchromatographische Methode zur Trennung und 
Bestimmung der Uronsiiuren ausgearbeitet?, und nun mit deren Hilfe 
die Hydrolysate einer gré8eren Zahl von Braunalgen und 
verschiedenen Alginsaiure-Priparaten auf die sauren Poly- 
saccharid-Spaltstiicke hin untersucht. 

Es sei erwihnt, daB es gerade die Beobachtung ,,unbekanntel‘ 


Uron-Flecken in den Chromatogrammen von Braunalgen-Hydrolysaten | 
war, die den AnstoB zur genaueren Entwicklung unserer Methode ge- 


geben hat. 


1 Literaturangaben in: R. L. Whistler u. Ch. L. Smart, Polysaccharide : 


Chemistry, S. 339ff., Academic Press, New York 1953. 
2 F. G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 801, 224 [1955]. 
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Alginsiure wird — wie andere Polyuronsiuren — durch Mineral- 
siuren schwer hydrolysiert ; die in der Hitze schnell erfolgende Decarb- 
oxylierung der entstehenden Spaltstiicke mindert in jedem Falle deren 
Ausbeuten betrichtlich. Fiir quantitative Vergleiche der sauren Poly- 
saccharid-Bestandteile der Phaeophyceen war es daher notwendig, vor 
allem die optimalen Bedingungen der Hydrolyse von Alginsiure zu er- 
mitteln. Doch sollen die Ergebnisse dieser Versuchsreihen erst spater 
diskutiert und zunachst die qualitativen Ergebnisse der Chro- 
matographie von Alginsaure-Hydrolysaten geschildert werden. 

Als erstes untersuchten wir zwei Handelspriparate, namlich ein 
Natriumalginat norwegischer Fabrikation und eine freie Alginsiure’. 

AuBer der erwarteten Mannuronsdure (II) lieB sich in den 
Chromatogrammen aller Hydrolysate, gleichgiiltig wie sie hergestellt 
waren, eine zweite Uronsaure nachweisen, die von unserem Trenn- 
gemisch? weniger schnell transportiert und scharf abgesondert wurde. 
Sie verhielt sich chromatographisch wie Glucuronsdure oder wie (ad 
hoc hergestellte) Guluronsaure; diese zwei Siuren sind unter den an- 
gewandten Bedingungen nicht zu trennen und daher nicht zu unter- 
scheiden. 

Die zur erginzenden Analyse notwendige Chromatographie der 
Lactone? zeigte, daB die unbekannte Siaure ein Uron bildet, ebenso wie 
Glucuronsiure und Mannuronsiure, daB dieses jedoch schneller als Man- 
nuron und auch schneller als Glucuron wandert; es laBt sich daher auch 
von dem letzteren sicher unterscheiden. Sein Ry-Wert gleicht dem von 
Guluron. Das papierchromatographische Verhalten der unbekannten 
Uronsiure und ihres Lactons wies also auf eine Identitait mit Gu- 
luronsaéure (III) hin. Zu ihrem sicheren Nachweis haben wir die Iso- 
lierung erstrebt, und zwar als Lacton. 

L-Guluronsaure (III) ist bisher nur als nichtkristallisierender Si- 
rup bekannt. Sutter und Reichstein* haben gezeigt, da8 von den 
beiden bekannten D-Glucozuckersiure-monolactonen das vom Schmp. 
135° durch Amalgamreduktion nach E. Fischer und O. Piloty L-Gu- 
luronsiure, dann weiter D-Gluconsiure gibt, jenes vom Schmp. 90° 
D-Glucuronsaéure (IV) und weiterhin L-Gulonsaure. 


CO,H H CO,H 
TAK 4° 4 / COs ~ Ae ae 
es Nee ae es 
HO \ | HO N atic HO V 
H H H H H OH 
II p-Mannuronsaure III w-Guluronsaure IV p-Glucuronséure 


° Das Natriumalginat erhielten wir durch freundliche Vermittlung der Fa. 


Wolff & Co., Walsrode; es war ,,Protanal SF“ der A.S. Protan, Drammen, 
_ Norwegen. Die freie Alginséure wurde durch die Fa. C. Roth, Karlsruhe, von der 


Fa. Organic Research Chemicals“, Colnbrook, England, geliefert. 
4M. Sutter u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 21, 1210 [1938]. 
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Zur Kennzeichnung der L-Guluronsiure hatte ein Phenylhydrazin-Salz 
ihres Phenylhydrazons vom Schmp. 120—122° gedient; iiber ihre Lac. 
tonisierung finden sich in der erwihnten Arbeit keine Angaben. 

Die Bildung von Guluron aus der Siure ist indessen papierchroma. 
tographisch leicht nachzuweisen?, so dali auch die Bedingungen einer 
méglichst weitgehenden Lactonisierung und einer praparativen chroma. 
tographischen Trennung des Urons durch Vorversuche festzustellen 
waren. 

Der durch Amalgam-Reduktion des D-Glucozuckersiaure. 
monolactons vom Schmp. 135° dargestellte Sirup wurde auf Cellulose. 
Pulver zur Férderung der Lacton-Bildung méglichst entwissert, dann 
in einer mit Cellulose-Pulver gefiillten Siule mit einem zur Uron-Tren. 
nung geeigneten Lésungsmittel-Gemisch chromatographiert: Unver. 
aindertes Zuckersaure-lacton, Guluronsiure und andere Produkte der 
Reduktion bleiben starker adsorbiert; L-Guluron wird leicht eluiert 
und in der Kopffraktion erhalten. Nach Umkristallisation (aus Athanol) 
ist es analysenrein und bildet farblose Plattchen vom Schmp. 141—142° 
(ohne Zers.). [a ]??": + 81,7°. 

In gleicher Weise wurde ein Hydrolysat aus Alginsaure (Pri- 
parat der’,,Organic Research Chemicals‘‘) nach Entfernung der Schwefel- 
siure und aller Metall-Ionen an Cellulose-Pulver adsorbiert und scharf 
getrocknet. Nach erfolgter, weitgehender Lactonisierung der Mannuron- 
siure und der zu identifizierenden Uronsiiure wurde durch Chromato. 
graphie in der Cellulosepulver-Siule eine vollstindige und _ scharfe 
Trennung des nachlaufenden D-Mannurons von dem vorlaufenden, 
zu identifizierenden Uron erzielt. Dieses schmolz nach zweifacher Um. 
kristallisation (aus Athanol) bei 141—142°, gab im Gemisch mit 
L-Guluron keine Schmp.-Depression und hatte die gleiche spezif. 
Drehung i : +. 80,9°. 

Beide Guluron-Priparate, sowohl das aus Zuckersiure-mono- 
lacton, wie jenes aus Alginsiure-Hydrolysat, gaben durch Oxydation 
mit Salpetersiure D-Glucozuckersiure, die durch das charakte- 
ristische saure Kaliumsalz und durch das papierchromatographische 
Verhalten des Monolactons identifiziert wurde. D-Glucozuckersaure 
kénnte nur noch aus Glucuron entstehen, das jedoch durch Schmp., 
Drehung und chromatographisches Verhalten des isolierten Urons aus- 
geschlossen wird. 

Es ist also gesichert, da in den sauren Hydrolysaten der unter- 
suchten Alginsiure-Handelspriparate auBer D-Mannuronsiure auch 
L-Guluronsaure enthalten ist. 

Das Mannuron 1aBt sich, wie erwahnt, aus der Cellulose-Siule 
mit den nachfolgenden Eluatfraktionen gewinnen; die Uronsauren blei- 
ben in der Saule adsorbiert und kénnen mit Wasser herausgewaschen 
werden. Das erhaltene D-Mannuron ist rein und kristallisiert ohne Ver- 
zogerung nach dem Verdampfen des Lésungsmittels in eisblumenartig 
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verwachsenen, farblosen Prismen oder, bei langsamer Abscheidung, in 
derben dreiseitigen Pyramiden aus. Es schmilzt (nach Umkristallisation 
aus Athanol) bei 191—192°. [a]}>*: + 92,5°. Durch Oxydation mit 
Bromwasser oder Salpetersiiure wird es in D-Mannozuckersaure ver- 
wandelt, die als charakteristisches Dilacton identifiziert wurde. (Schmp. 
und Misch-Schmp. 186—188°, papierchromatographisches Verhalten.) 

Fir die bisher von verschiedenen Autoren aus Alginséiure-Hydrolysaten 
erhaltenen D-Mannuron-Praparate wird ein Schmp. von 140— 141° ® bzw. von 145° ® 
angegeben, in nachster Nahe also des von uns fiir L-Guluron gefundenen Schmelz- 
punkts. Fir Praiparate, die aus Mannose durch Permanganat-Oxydation des 
2.3-Monoaceton-methylmannosids’ oder des 2.3.4-Triacetyl-methylmannosids® ge- 
wonnen wurden, sind ebenfalls Schmpp. von 143— 144° gefunden worden. Ein Man- 
nuron vom Schmp. 191— 192° ist bisher unseres Wissens nicht beschrieben worden. 
Es ist auBer Zweifel, daB nicht nur die aus Mannose dargestellten, sondern auch 
die von friiheren Autoren aus Alginsaiure erhaltenen Praparate p-Mannuron waren; 
die Oxydation zu pD-Mannozuckersiure-dilacton® und der Vergleich mit einem 
durch Reduktion von diesem Dilacton gewonnenen Praparat® beweisen es. Nach 
Isbell und Frush!® hat dieses Mannuron vom Schmp. 143—144° auBer dem 
3.6-Lacton-Fiinfring den 1.4-Furanose-Ring, da es durch Brom in neutraler Lé- 
sung (in Anwesenheit von Bariumcarbonat), unter Bedingungen also, die eine 
Ringveranderung unwahrscheinlich machen, zu »D-Mannozuckersiaure-1.4.3.6- 
dilacton oxydiert wird. 

Die Absorptionsbanden des Infrarot-Spektrums unseres Man- 
nurons vom Schmp. 191—192° im Bereich von 10—14y deuten dar- 
auf hin, daB es auBer dem Lacton-(3.6)-Fiinfring einen Pyranose-(1.5)- 
Ring enthalt. Da auch die fiir «-anomere Derivate der Glucopyranose 
und Mannopyranose charakteristische Absorption vorliegt™, ist es als 
a-D-Mannopyranurono-3.6-lacton zu betrachten (nihere Angaben 
im Versuchsteil). 

Im iibrigen haben wir stets nur die Kristallisation dieses héher- 
schmelzenden Mannurons erhalten; sie findet auch in nicht chromato- 
graphierten, aber von Mineralsiure und Salzen befreiten Hydrolysaten 
statt, sofern die Ausgangs-Alginsiure reich an Mannuronsiure, arm an 
Guluronséure war. 

Die Infrarot-Spektren der beiden L-Guluron-Praparate, 
aus Zuckersiure-lacton und aus Alginsiure, waren miteinander voll- 
kommen identisch. L-Guluron liegt sehr wahrscheinlich als Pyranose 
vor, und zwar als «-Anomeres. Das Lacton wire also als «-L-Gulo- 
pyranurono-3.6-lacton zu bezeichnen. 


° W. L. Nelson u. L. H. Cretcher, J. Amer. chem. Soc. 52, 2130 [1930]; 
E. Schoeffel u. K. P. Link, J. biol. Chemistry 95, 213 [1932]. 

6 H. A. Spoehr, Arch. Biochemistry 14, 153 [1947]. 
set 7 R. G. Ault, W. M. Haworth u. E. L. Hirst, J. chem. Soc. [London] 

» O17. 

8 M. Stacey u. P. J. Wilson, J. chem. Soc. [London] 1944, 587. 

® C. Niemann u. K. P. Link, J. biol. Chemistry 100, 407 [1933]. 

10H. S. Isbell u. H. L. Frush, J. Res. nat. Bur. Standards 87, 43 [1946]. 

1S. A. Barker, E. I. Bourne, M. Stacey u. D. H. Whiffen, J. chem. Soc. 
[London] 1954, 171; S. A. Barker, E. I. Bourne, R. Stephens u. D. H. 
Whiffen, daselbst 1954, 3468; S. A. Barker u. R. Stephens, daselbst 1954, 4550. 
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Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, da Guluron neben Mannuron 
auch in den von uns selbst aus 4 verschiedenen Algenarten dargestellten 
Alginsiure-Priiparaten und auch in den Hydrolysaten aller weiteren 
von uns untersuchten Arten von Braunalgen chromatographisch nach. 
zuweisen war, fiihrten wir die Bestimmung der Mengenverhilt. 
nisse aus, in denen die beiden Uronsiuren in den sauren Polysaccha. 
riden verschiedener Herkunft vorhanden sind. 

Dazu war zunichst eine genauere Untersuchung der Hydrolyse 
von Alginsaiure notwendig. 


Eine Vorhydrolyse durch konz. oder 80-proz. Schwefelsiure bei 0° oder 20°, 
der eine 10— 20-stdg. Hydrolyse in der Siedehitze durch die auf 2—3°%, verdiinnte 
Saure folgt, ist schon von den ersten Autoren® angewandt worden. Frush und 
Isbell!” geben eine 25—30-proz. priparative Ausbeute an Mannuron an. Die von 


Tab. 1. Die Hydrolyse verschiedener Alginsiure-Praparate. 





























. = | gaus 100 g Alginsaure 
: 45 2 
g Praparat ae a2 32 |22 z =e: 
: e2l/eblSS/25| 2 | 283 
E £2 | 2/82/52) & legis 
Anls*igaize, > 1" 
“iS oS a 
= 
1 | Alginsaure (,,Organ. Research Chemicals*’) G.i22 737 — |59 0,6 
2 | Alginsaiure . x a 12 |21 |22 | — | 48 0,9 
3 | Alginsaéure me nS A 22 {18 |15 | — |33 1,2 
4 | Alginsiure 35 Bf i 3 |23 |39 | 8 |70 0,6 
5 | Alginsaure mm * $5 7 125 |40 Dag 0,6 
6 | Alginsiure 10 |25 | 40 6 |71 0,6 
7 | Alginsaure, 9mal umgefiillt ee Organ. 
Research Chemicals‘‘) . . : , 6 | 17*|33*| 3*|53*] 0,5 
8 | Natriumalginat (,,Protanal SF“ ) . 3 |41 119 |19 | 79 2,2 
9 | Natriumalginat (,,Organ. Research C he- 
micals‘) . 6 |47 |22 1/10 | 79 2,1 
10 Natriumalginat '(,,Organ. Research ( ‘he- 
als**) . . 110 |42 |20 | 6 168 2,1 
1] Nedetemielginit, ‘mit NaOH- ‘Lag. ‘erhitzt . | 6 [24 113 [14 [51 
12 | Alginsiure aus Fucus spiralis. . . .. . 6 |42 119 | 5 | 66 1,9 
13 | Alginséure, 2mal umgefallt (,,Organ. 2,2 
Research Chemicals‘‘) . 6 |43*|20*| — |63*] 2,1 
14 | Alginséure, mit Na,CO, -Lag. erhitzt (,0r- 
gan. Research Chemicals‘) . 6 |41*|21*| — |62*| 1,9 
15 | Alginsiure aus Laminaria digitata 6 |38 ;21 | 7 | 66 1,8 
16 | Alginséure aus Chorda filum. . . 6 {41 |26 | 4 | 71 1,5 
17 | Alginséure aus Dictyopteris polypodioides 6 |15*127*| 4*|56*| 0,5 


In allen Versuchen wurden 500 mg lufttrockene Alginsiure in 2 ml 80-proz. Schwefelsaure 
10 Stdn. bei 22° vorhydrolysiert (siehe Versuchsteil, Abschnitt 7). Nachhydrolyse in Vers. Nr. 1,2 
und 3 mit 1-n., in allen anderen mit 0,5-n. H,SO, bei 100°. Die Ergebnisse sind umgerechnet auf im 
Vak. getrocknete, natriumfreie Alginsiure (Trocknung bei 60°/0,2 Torr iiber P,O,;, Na-Best. als 
Sulfat). Nur die mit * bezeichneten Werte beziehen sich auf lufttrockene, aschehaltige Alginsaure. 

In Vers. Nr. 11 war das Alginat 7 Stdn. in 0,1-n. NaOH auf 100° erhitzt worden, in Vers, Nr. 14 
in 3-proz. Natriumcarbonat-Lésung 90 Min. auf 100°. 

Die Werte sind Mittelwerte aus mindestens 4 chromatographischen Einzelbestimmungen. 


12H. L. Frush u. H.S. Isbell, J. Res. nat. Bur. Standards 37, 321 [1946]. 
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Spoehr® durch 8—24-stdg. Hydrolyse mit siedender 90-proz. Ameisensaure er- 
haltene Ausbeute von 30—40% Mannuron konnten wir mit unseren Alginsaure- 
Praparaten bei weitem nicht erreichen. 

Nach unseren Versuchsreihen (einige Beispiele in Tab. 1) erhialt 
man die héchsten Ausbeuten an den beiden monomeren Uronsiuren 
durch eine Lésung und 10-stdg. Vorhydrolyse der Alginsiure bei 22° 
in 80-proz. Schwefelséure mit folgender 6-stdg. Nachhydrolyse bei 100° 
in der auf 0,5-n. verdiinnten Saure. 

Die Vorhydrolyse kann auch mit gleichem, aber nicht besserem Ergebnis 
bei 0— 5° ausgefiihrt werden und dauert dann mindestens 48 Stunden. Langer als 
6Stdn. dauernde Nachhydrolysen bei 100° zerstéren die monomeren Sauren schneller, 
als sie sie aus den noch polymeren Anteilen nachzuliefern vermégen. Der cupro- 
metrisch meBbare Reduktionswert der Hydrolysate steigt zwar in den nachsten 
12 Stdn. weiter an, tauscht aber, da er auch von Zersetzungsprodukten verursacht 
wird. Im iibrigen k6énnen die optimalen Hydrolysenbedingungen verschiedener 
Alginsiure-Handelspriparate etwas verschieden sein, je nach ihrem Verteilungs- 
zustand und dem von der Vorbehandlung abhangigen Polymerisationsgrad. 

Durch die quantitative Verfolgung der Hydrolyse lieB sich weiter- 
hin feststellen, da in der Hitze Guluronsidure schneller zersetzt wird als 
die leichter lactonisierende Mannuronsiure (siehe die Angaben im Ver- 
suchsteil). Die nicht lactonisierende Galakturonsiure zersetzt sich ja 
auch schneller als Mannuronsiure und Glucuronsiure®. Bei linger dau- 
ernden Hydrolysen wird daher das Verhialtnis der beiden Spaltstiicke 
immer weiter zugunsten der Mannuronséure verschoben (z. B. Ver- 
suche Nr. 1—3). Vielleicht liegt in der gréBeren Zersetzlichkeit der Gu- 
luronsiiure (und in der viel besseren Kristallisationsfihigkeit des Man- 
nurons) eine Erklarung dafiir, daB friihere Autoren nur Mannuron 
isoliert haben}, 

Maximal werden als Summe der Anhydride der beiden Uronsiuren 
65—70% d. Th. erhalten, bei Beriicksichtigung der ebenfalls genau zu 
bestimmenden Diuronsiuren 70—80%. 

Besonders bemerkenswert ist jedoch, daB das Verhailtnis Man- 
nuronsdure zu Guluronsaure bei gleichen Hydrolysenbedingungen 
je nach dem Alginsiure-Priparat recht verschieden sein kann (Tab. 1, 
letzte Kolumne). Unsere Ergebnisse zeigen, daB die Alginsiuren 
verschiedener Braunalgen-Arten sich durch das Verhiltnis der 
beiden Saéure-Komponenten charakteristisch unterscheiden kénnen 
(Versuche Nr. 12—17). Das ist auch wohl die Erklirung dafiir, daB die 








13 Nach S. K. Chanda, E. L. Hirst, E. G. V. Percival u. A. G. Ross (J. 
chem. Soc. [London] 1952, 1833) werden durch Methylierung von Alginsaure (aus 
Laminaria digitata), Ameisensiure-Hydrolyse, Veresterung der Methyluronide, 
Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid zu Methylhexosiden, Hydrolyse und 
chromatographische Trennung erhalten: 88°, 2.3-Dimethyl-mannose, 4,5°%, Mo- 
nomethyl-mannose, 1%, 2.3.4-Trimethyl-mannose und 6% Dimethyl-glucose. 
Diese Ergebnisse beweisen erneut die vorherrschende lineare 1.4’-Verkniipfung der 
D-Mannuronsaure-Einheiten in der Alginséure. Unsere Befunde werfen indessen 
die Frage nach dem Verbleib der methylierten Guluronsaure und nach der Herkunft 
der Dimethyl-glucose auf. Es ware notwendig, auch das chromatographische Ver- 
halten der 2.3-Dimethyl-gulose zu kennen. 
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Prozentsitze der beiden Komponenten in den zwei analysierten Handels. 
praparaten gerade umgekehrt sind. 

Doch miiBte zur Sicherung dieser Befunde erst auf breiter Grund. 
lage untersucht werden, ob nicht Jahreszeit, Standort und die anderen 
Faktoren, deren Wirkung auf die Mengenverhiltnisse der Alginsdure und 
anderer Stoffwechselprodukte der Braunalgen durch eingehende Ana. 
lysen nachgewiesen ist}*, auch Einflu8 auf die relative Konzentration 
der beiden Uronsiuren haben; weiterhin, ob in derselben Alge die Algin. 
siure verschiedener Teile des Thallus in dieser Hinsicht gleich oder 
verschieden ist. 

Mit den untersuchten Alginsiure-Priparaten lassen sich die in 
Tab. 1 angegebenen Verhiltniswerte jedenfalls genau reproduzieren. Da- 
durch wird die Méglichkeit ausgeschlossen, da8 L-Guluronsdure etwa 
wahrend der Hydrolyse als Produkt einer Epimerisierung von D-Man. 
nuronsaure entstiinde. (Beide Siuren unterscheiden sich nur durch die 
Konfiguration am C(5); siehe Formelbilder V und VIa.) Das Verhiiltnis 
der beiden Uronsauren miiBte dann bei gleicheri Hydrolysenbedingungen 
in allen Praparaten gleich werden. 

Zudem haben wir durch besondere Versuche (siehe im Versuchsteil) nach- 
gewiesen, daB keine der vier Uronsiuren durch Einwirkung von Saure, so wie sie 
bei der Hydrolyse erfolgt, epimerisiert wird. Im iibrigen entsteht Guluronsaure 
auch, wenn die Alginsaéure nicht mit 80-proz. Schwefelséure vorhydrolysiert, son- 
dern "gleich mit 0,5-n. H,SO, oder 1-n. Oxalsiure oder 90-proz. Ameisensaure in 
der Hitze gespalten wird. Man erhalt nur aus dem oben dargelegten Grunde andere 
Mengenverhiltnisse. 

Ebenfalls auszuschlieBen ist eine Epimerisierung von Mannuronsaure-Ein- 
heiten in der Alginséure unter der Einwirkung von Alkalien, wie sie bei der Ex. 
traktion des sauren Polysaccharids aus dem Algenmateria] und bei seiner Reini- 

gung stattfindet. 1)/,-stdg. Erhitzen von Alginat (aus Fucus spiralis var. platy. 
carpus) in Natriumcarbonat-Lésung auf 100° andert das vorhandene Verhiltnis 
der Uronsauren wenig (Tab. 1, Vers. Nr. 14). In atzalkalischer Lésung bei 100° wird 
Alginat zwar bekanntlich abgebaut; in dem erhalten bleibenden Anteil ist aber 
das vorhanden gewesene Verhialtnis kaum verschoben may Nr. ving 


COOH 
i, H CO,H CHO CO,H 
Via VIb VII 
D- wor L-Guluronsaure p-Glucuronsaure 


Wir betrachten es daher als gesichert, da L-Guluronsiaure in weehb- f 
selnden Mengenverhiltnissen neben D-Mannuronsiure Bestandteil der 
wasserunléslichen Polyuronsiuren der Braunalgen ist. 


4 G. Lunde, Angew. Chem. 50 731 [1937]; W. A. P. Black, J. Soc. Chem. 
Ind. 67, 165, 355 [1948]; 68, 183 [1949]; 69, 161 [1950]; Annu. Reports (Chem. f 
Soc. London) 1958, 322; A. Haug u. A. Jensen, Report Nr. 4, Norsk institutt for F 
tang- og tareforskning [1954]. 
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L-Guluronsaure ist somit zum ersten Male als Natur- 
stoff nachgewiesen und gesellt sich als vierte Uronsiure den drei 
bisher bekannten zu, der D-Galakturonsiure, D-Glucuronsiure und 
D-Mannuronsaure. Es ist wahrscheinlich, da8 sie — einmal aufgefunden 
—sich auch als Produkt des Kohlenhydrat-Stoffwechsels anderer Orga- 
nismen wird nachweisen lassen. 


Unsere Versuche erlauben noch keine Entscheidung dariiber, ob 
die Alginsiuren der Phaeophyceen Heteropolyuronsauren sind, oder 
aber Gemische von Homopolyuronsauren. Neunfache Umfallung 
eines Priiparates (Tab. 1, Vers. Nr. 7) ergab zwar eine relative Zunahme 
der Guluronsiure, die nicht sehr groB, aber auLerhalb der Fehlergrenze 
war; doch 14Bt sich daraus nur schliefen, daB in diesem Priaparat die 
schwerer léslichen, h6hermolekularen Anteile guluronsiurereicher waren. 
In dieser Frage wird vermutlich die Untersuchung der Zusammensetzung 
der vorletzten Produkte der Hydrolyse, der Di- und Tri-uronsauren, 
weiterfiihren. 

Bisher ist nichts bekannt itiber die Folgen von Fermentreak- 
tionen, die zur Bildung der Alginsauren, der Pektinsiuren und 
anderen Polyuronsduren fiihren. Untersuchungen iiber die Entstehung 
von Glucuroniden im tierischen Stoffwechsel haben jedoch sicher- 
gestellt, daf’ die Glucuronsiure im wesentlichen durch direkte Oxy- 
dation von Glucose entsteht und nicht etwa durch Synthese aus zwei 
(,-Stiicken?5. Wenn angenommen wird, da auch L-Guluronsiure durch 
Oxydation von D-Glucose entsteht, so ist es wahrscheinlich, daB diese 
iiber D-Gluconsiure fiihrt, die dann zur Aldehyd-gluconsiure, eben zur 
Guluronsiure, dehydriert wird. L-Guluronsiure (VIb) und D-Glucuron- 
siure (VII) unterscheiden sich ja durch eine ,,Vertauschung“ der Car- 
bonyl- und Carboxyl-Funktion in 1 und 6; L-Guluronsiure stellt die 
zweite Méglichkeit einer von der D-Glucose abgeleiteten Aldehyd- 
siure dar. 


Die Bildung der 2-Keto-gluconséure und der 5-Keto-gluconsiure durch 
bakterielle Oxydation von Glucose und Gluconsaure ist des 6fteren beobachtet 
und genauer untersucht worden. Auch L-Guluronsiure wurde als Produkt der 
Oxydation von Glucose und Gluconsaure durch Bact. xylinuwm und Bact. gluconicum 
schon vermutet?®, 


15 KE. H. Mosbach u. C. G. King, J. biol. Chemistry 185, 491 [1950]; F. 
Eisenberg u. 8. Gurin, ebenda 195, 317 [1952]; J. F. Douglas u. C. G. King, 
ebenda 208, 889 [1953]. 

16K, Bernhauer u. K.Irrgang, Biochem. Z. 280, 360 [1935]; K. Bern- 
hauer u. B.Gérlich, ebenda 280, 367 [1935]; D. Rulka u. T. K. Walker, 
Arch. Biochem. Biophysics 50, 169 [1954]. 

Anm. bei d. Korrektur (2. 11. 55): Kulturlésungen eines Stammes von 
Acetobact. xylinum (vom Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation, 
Berlin N 65), mit 5-proz. Calciumgluconat in Hefewasser angesetzt, enthielten 
nach 6 Wochen bei 20° etwa 20% (der urspriinglichen Gluconatmenge) 2-Keto- 
gluconsiure, 1—2°%, 5-Keto-gluconsiure und héchstens 0,05—0,1°, Gulurorsiure 
(chromatographisch bestimmt). Die Bildung der Guluronsiure ist also gesichert, 
tritt jedoch ganz zuriick. 
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Wenn es auch enzymatische Reaktionsfolgen gibt, die D-Mannose 
und D-Galaktose zu Uronsiuren mit ,,vertauschten“ Carbonyl- und 
Carboxyl-Gruppen oxydieren, so miifte aus D-Mannose nichts anderes 
als die schon bekannte D-Mannuronsdure entstehen, aus D-Galaktose 
hingegen L-Galakturonsaiure. Die Auffindung der L-Guluronsaure laft 
es durchaus méglich erscheinen, dal auch diese andere L-Saure als Na- 
turprodukt vorkommt. 

Die Annahme einer auch von Glucose ausgehenden Uronsiiure. 
Bildung in den Phaeophyceen findet eine Stiitze in den Ergebnissen 
unserer papierchromatographischen Untersuchung der Hydrolysate 
der Algen selbst. 

In allen Exemplaren von 22 untersuchten Arten (Tab. 3) zeigte 
sich namlich, daB diese auBer den beiden Komponenten der Alginsiiuren 
als dritte Uronsiure auch Glucuronsaure (IV) enthalten. In den 
Saiure-Chromatogrammen ist diese Siure, wie erwahnt, nicht von Gu- 
luronsiure zu trennen und mu daher mit ihr zusammen bestimmt 
werden. In den Lacton-Chromatogrammen ist jedoch Glucuron eindeutig 
zu identifizieren und neben Mannuron und Guluron zu_bestimmen 
(Angaben im Versuchsteil). 


Tab. 2. Die Prozentsitze von Mannuronsiure, Guluronséure und Glucuronsiure 
‘ in den Hydrolysaten einiger Phaeophyceen. 

















g Uronséure-anhydrid in 100 g Alge 
Mannuron-| Guluron- | Glucuron- 
sre.-anh. | sre.-anh. | sre.-anh. Summe 
Colpomenia sinuosa .... 1,6 2,1 0,2 3,9 
Chorda filum ..... a? 6,3 5,2 0,6 12,1 
Laminaria digitata ..... 10,6 4,6 0.6 15,8 
Padina pavonia ..... : 2,2 1,8 0,5 4,5 
Dictyopteris polypodioides . .° | 2,6 3,0 0,6 6,2 
Ascophyllum nodosum. . . . 13,0 4,3 0,7 18,0 
Fucus vesiculosus. . . 3.6 3,0 0,7 7,0 
Fucus - 0 rt var. platycarpus 6,3 2,8 0,6 hy 
Himanthalia lorea .. . 10,2 By | 0,1 14,0 
Cystoseira mediterranea . . . 5,5 4,i 0,5 10,1 
Sargassum linifolium . . . . 4,7 5,3 0,5 10,5 





Die Bedingungen der Hydrolyse und der chromatographischen Bestimmungen sind im Ver- 
suchsteil, Abschn. 8, angegeben. Die Algen waren bei 60°, 0,2 Torr getrocknet; ihr Aschegehalt war 
sehr verschieden. Er ist nicht beriicksichtigt, da es hier nur auf die Verhialinisse der Uronsiiuren 


ankommt. 


Die Analyse der Hydrolysate von 11 Algen-Arten (Tab. 2) ergab. 
daB8 Glucuronsdure nur einen kleinen Teil der gesamten Uronsauren 
ausmacht. In den Algen, die reich an Alginsiure sind und darin viel 
Mannuronsiure enthalten, tritt die Glucuronsiure bis auf 1% der ge- 
samten Uronsiuren-Menge zuriick; in den an sauren Polysacchariden 
iirmeren Arten mit relativ viel Guluronsiure findet sich auch etwas 
mehr Glucuronsiure, bis zu 10%. Die erfaBte Summe der Uronsiuren 
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nose Tab. 3. Verhaltnis von Mannuronséure zu Guluronsaure + Glucuronsaure 
in verschiedenen Phaeophyceen. 
und 
ah Mannuronsre.: (Glucuronsre. -++ Guluronsre.) = x 
tose Lfd. rm 
laBt Nr. 
Na- Ectocarpales 
1. Ectocarpaceae 
‘ure- 1 Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye. .......... | 0,4 
ssen 2. Encoeliaceae 
sate 2 Colpomenia sinuosa (Roth) Derb.et Sol... . . 2... 2... | 08 
Laminariales 
2igte 1. Chordaceae 
uren 3 Chorda filum (L.) Lamour ................-4Itd4S4,i1 
den 2. Laminariace 
Gu- 4 Laminaria digitata f. flevicaulis. .. .. 2... ....... 43,1 
nmt 5 Laminaria hyperborea (Gau.) To. R. . fy PENT 1,6 
utig Sphacelariales ; 
men 1. Sphacelariaceae 
6 Sphacelaria bipinnata (Kiitz.) Sauv.. . . 2... 1... 2... . | 0.6 
Dictyotales 
dure 7 Dictyota dichotoma (Huds.) Lamour... ........... | 0,6 
8 Taonva atomaria (Good. et Wood.) Ag.. . . . ........ | 0,7 
9 Padina pavonia (L.) Lamour. . Bae ae re yee) 
10 Dictyota linearis (Ag.) Grev. . 2. 2... 1 eee ee ee | 09 
1] Dictyopteris polypodioides (Desf.) Lamour .......... | 0,6 
me Fucales 
— 1. Fucaceae 
) 12 Ascophyllum nodosum Le Jol.. . . . . 2,6 
13 Pelvetia canaliculata (L.) Decs. et Thur. 1,5 
14 Fucus vesiculosus L. . . .. 1... 1,3 
) 15 Fucus serratusL.. ... 2... 2,7 
16 Fucus spiralis L. var. platycarpus . 2,6 
2. Himanthaliaceae 
! 17 Himanthalia lorea Lyngb. (H. elongata [L]8.T. Gray)... . . | 2,7 
) 3. Cystoseiraceae 
18 Cystosewva barbata J. Ago. 2 2 0 we et et wt LOT 
; 19 Cystoseira abrotanifoliaC. Ag. . .............. 41,9 
‘ 20 Cystoseira mediterranea (Ag.) Sauvageau . 1,3 
4 21 Halidrys siliquosa (L.) Lyngb. 1,1 
diuren 4, Sargassaceae 
22 Sargassum linifolium (Turn.) J. Ag... ........... 108 
ab Die Bestimmung und Zusendung der Exemplare der Algen-Arten Nr. 3, 4, 5, 6, 12, 18, 14, 15, 
ga, 17, 21 verdanken wir Herrn Prof. Dr. H. Printz, Institutt for Tang- og Tareforskning, Blindern, 
uren Oslo. Sie wurden von ihm Mitte September 1954 gesammelt, mit Ausnahme von Nr. 12 und 14, die 
viel am 1. 3. 1954 bei Vardo gesammelt wurden. 
vie Die Exemplare der Algen-Arten Nr. 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11, 18, 19, 20, 22 wurden von Herrn Prof. 
 ge- Dr. O. Volk, Botanisches Institut der Universitit Wiirzburg, April 1954 im Golf von Neapel ge- 
: sammelt und gemeinsam mit Herrn Prof. Dr. G. Funk, Botan. Abt. des Forstinstituts, GieBen, 
iden bestimmt (siehe G. Funk, Beitrage zur Kenntnis der Meeresalgen von Neapel, Vol. 25 d. Pubbl. 
“a d. Stazione Zoolog. di Napoli 1955). 
[was Hydrolyse von 200—500 mg Algen-Pulver in 2 mi 80-proz. Schwefelsiure 15 Stdn. bei 20°, 
urel dann 6 Stdn. bei 100° in 2-n.H,SO,. Bestimmung durch Chromatographie der Uronsauren*, Die 


Aromatographte der Urone zeigte in allen Fallen die Anwesenheit von Glucuron, auSer Mannuron 
und Guluron. 
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diirfte nach den Ergebnissen der Hydrolyse von Alginsaure-Priaparaten 
etwa 70% der tatsaichlich in den Algen vorhandenen Mengen betragen. 

Die Glucuronsiure der Braunalgen findet sich nicht in der daraus 
dargestellten Alginsiure wieder; jedenfalls waren alle analysierten, in 
Tab. 1 angefiihrten Praparate véllig frei davon. Friihere Angaben!’ 
iiber Glucuronsiure als Hydrolysenprodukt der Alginsiure finden daher 
keine Bestatigung. 

Wir wiesen in zwei Beispielen nach, bei Fucus spiralis und bei 
Dictyopteris polypodioides, da die Glucuronsiure weder in den Vor. 
extrakten der Algen noch in den Restlésungen der Alginat-Fallung sich 
befindet, sondern in der Hauptmenge mit den in Natriumcarbonat unlis- 
lichen Zellwand-Bestandteilen verbunden bleibt. Erst durch mehrfache 
Behandlung mit Natronlauge werden diese Glucuronsaure enthalten- 
den Saccharide (die iibrigens auch noch etwas Mannuronsaure und 
Guluronsiure enthalten) in Lésung gebracht und damit von der verblei- 
benden Cellulose getrennt. Wir haben sie bisher nicht genauer untersucht. 

Galakturonsfure war in keiner der untersuchten Algenarten, 
auch nicht in kleinster Menge, nachzuweisen. 

In weiteren Versuchen wurde durch Chromatographie der Uron- 
siiuren (die genauere Werte liefert als jene der Lactone) das Verhialtnis 
der Mannuronséiure zur Summe der Guluronséure und 
Glucuronséure bestimmt, und zwar in den in Tab. 2 schon ange- 
fiihrten Algen und in weiteren 10 Phaeophyceen-Arten (Tab. 3). 

Die ermittelten Verhaltniszahlen sind siciierlich durchweg etwas 
gréBer, als es den tatsichlichen Verhiltnissen in den Algen entspricht, 
da bei der Nachhydrolyse des Materials (mit 2-n.H,SO,!), wie schon 
erwihnt, relativ mehr Guluronsdiure als Mannuronsiure zerstért wird; 
in Wirklichkeit wird also der Anteil der Guluronsiure noch bedeu- 
tender sein. 

Man erkennt, daB ein Vorwiegen der Mannuronsiure («> 1) im 
wesentlichen in den an Alginsiure reichen Arten, den gréBeren Braun- 
algen der kalteren Meere, zu finden ist. Es sind vor allem die Lami- 
nariaceen und Fucaceen, die sich dadurch herausheben. Die anderen 
untersuchten Arten, meistens aus dem Golf von Neapel, enthalten (mit 
Ausnahme von 3 Cystoseira-Arten) mehr Guluronsiure plus Glucuron- 
siure als Mannuronsaure. 

Vor einer Verallgemeinerung der in Tab. 3 wiedergegebenen Er- 
gebnisse ware jedoch eine viel gréBere Zahl von Analysen eines syste- 
matisch gesammelten Materials notwendig, unter Beriicksichtigung der 
auferen Faktoren, die auf die prozentuale Zusammensetzung der Algen- 
Substanz Einflu8 haben. Wir haben schon im Zusammenhang mit den 


17 E. Schmidt u. F. Vocke, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 1585 [1926]. Die sehr 
divergierenden Angaben iiber den Schmp. der Cinchoninsalze der ,,Uronsaure aus 
Alginsiure“ in der alteren Literatur (Zusammenstellung bei W. L. Nelson u. L. 
H. Cretcher, J. Amer. chem. Soc. 54, 3409 [1932]) werden durch unsere Befunde 
verstindlich. 
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ten Analysen der Alginsiiuren aus verschiedenen Arten (Tab. 1) darauf hin- 

en. gewiesen. 

aus Es ist z. B. zu beachten, daB die von uns untersuchten Algen der 
m norwegischen Kiiste Mitte September, jene des Neapolitanischen Golfes 

a im April gesammelt worden waren, so daf auch jahreszeitliche Einfliisse 

her das Ergebnis mitbestimmen kénnten. 

; Doch geht schon jetzt aus den gewonnenen Daten hervor, in wel- 
bei chem groBen Umfang bei allen Phaeophyceen neben der 
= Mannuronsdure auch die Guluronsaure beteiligt ist an der 
ich Bildung der sauren Polysaccharide, die fiir diese Algenklasse 
a | derart charakteristisch sind. 
che 


Bei den haufigsten Laminaria- und Fucus-Arten betragen die relativen Mengen 





— Alginsiure 10—45% des Algen-Trockengewichts; sie sind in ihrer Abhangigkeit 
ind von den Jahreszeiten und dem Standort schon recht eingehend untersucht worden". 
lei- FF Die Jahresproduktion an Alginséure durch die Braunalgen verarbeitenden 
sht. Industrien der USA, Japans, Englands und Norwegens diirfte nach den spar- 

lichen bekannt gewordenen Angaben gegenwartig einige Tausende von Tonnen 
~ betragen 18, 

Zur Schatzung der Mengen der gewéhnlichsten groBwiichsigen Algen, die einer 
on- Emte zuganglich waren, sind eingehende Kartierungsarbeiten z. B. an der Pazi- 
nis fischen Kiiste der USA, an den Kiisten Neuseelands und an den Kiisten GroB- 

d britanniens ausgefiihrt worden!®. Diese Aufnahmen haben eine ungefahre Vor- 
- stellung gegeben von den ungeheuren Mengen und der potentiellen wirtschaft- 
ige- lichen Bedeutung der organischen Substanz, die in Kiistennahe alljahrlich allein 

durch die gréBeren Braunalgen synthetisiert wird: Sie geht in die Hunderte von 
was Millionen von Tonnen. 
ht, 
hon Beschreibung der Versuche 
— 1. Praiparative Hydrolyse von Alginsaure 
7" Die Vorhydrolyse gréBerer Mengen Alginsiure kann sowohl mit 95-proz. 
; Schwefelsiure bei 3° (14Stdn.), wie mit 80-proz. Saéure bei Raumtemperatur 
im (14Stdn.) ausgefiihrt werden. In beiden Fallen ist vor dem Einriihren der fein- 
un- verteilten Alginsaiure (25 g) die Mineralsiure (100 m/) auf —10° bis —5° zu kiihlen 
mi- und wirend des Vermischens unter 5° zu halten. Die zihe Masse sol] zur Vermei- 
ren dung von Klumpenbildung méglichst gleichmaBig durchgeriihrt werden. Nach 
ae _ dem Stehenlassen wird die Mischung mit Eisstiickchen und Wasser verdiinnt, bis 
mit ff dieSchwefelsiure etwa 0,5-n.ist*, die Lésung dann im siedenden Wasserbad 6 Stdn. 
‘on- auf 100° gehalten, abgekiihlt und mit feingepulvertem, reinem Calciumcarbonat 
neutralisiert. Nach dem Absaugen und Auswaschen des Calciumsulfatnieder- 
Er. schlages wird das hellgelbe Filtrat mit den Waschwassern im Vak. auf etwa 

. 200 mi eingeengt, vom ausgefallenen Calciumsulfat filtriert und mit 1-m. Barium- 
ste- acetat (unter Vermeidung eines Uberschusses) von Sulfat-Ionen befreit. Die Lé- 
der sung ]48t man dann durch eine Kationenaustauscher-Saule (Amberlite IR 120) 
ren- — ‘ropfen und engt im Vak. bis zum diinnen Sirup ein. Beim langsamen weiteren 
(we Kindicken im Exsiccator kristallisiert aus dem mit Mannuron vom Schmp. 191° 


h 18 Literaturangaben bei W. A. P. Black, W. I. Cornhill u. E. T. Dewar, 
senr — J. Sci. Food Agric. 8, 542 [1952]. 
¥ 19 Angaben in V. J. Chapman, Seaweeds and their uses, 8. 225ff., Methuen 
. = & Co. Ltd. London, 1950; F. T. Walker, Nature [London] 173. 766 [1954]. 
* Zur Vermeidung allzugroBer Volumina kann man zur Lésung gleich die 
Halfte der berechneten Menge Calciumcarbonat zugeben. 





198 F. G. Fischer und Helmut Dé6rfel, Bd. 302 (1955) 


geimpften Sirup ein Teil dieses Lactons in derben, dreiseitigen Pyramiden aus, doch 
nur, wenn die hydrolysierte Alginsiure mehr Mannuronséure als Guluronsiiure 
enthielt. 

Eine 16-stdg. Nachhydrolyse bei 100° ergibt Sirupe, die vergleichsweise reicher 
an Mannuron sind, da hierbei mehr Guluronsaure als Mannuronsaure zerstért wird. 

In den Hydrolysaten sind noch auBer den monomeren auch héher-molekulare 
Uronsauren, welche, besonders nach kurzdauernden Hydrolysen, die Kristalli- 
sation des Mannurons verzégern kénnen und bei siulenchromatographischen Tren- 
nungen sich schwer vom Cellulosepulver wegwaschen lassen. Diese Polysiuren 
lassen sich zweckmaBig durch Fallung mit Athanol entfernen. Es ist jedoch zu 
beachten, daB8 dabei zum Teil eine schnelle Veresterung der Monouronsauren ein- 
tritt, die sich chromatographisch erkennen laBt. Die Athylester haben nahezu 

gleiche Rr-Werte wie die Urone und wiirden daher bei deren saiulenchromato. 
a Bh td Abtrennung empfindlich stéren. Wenn also Athanol zum Hydrolysat 
gegeben wurde, ist vor der Saulenchromatographie der Urone eine sorgfaltige Ver- 
seifung der Ester notwendig. 

Beispiel: In 100 mi der waBr. Loésung eines Alginsiure-Hydrolysats wurden 
nach Einstellung des Lactonisierungsgleichgewichts 5,26 g Mannuron und 2,74 ¢ 
Guluron papierchromatographisch bestimmt. Zur Entfernung von Polyuronsauren 
fallte man mit 500 ml absol. Athanol, zentrifugierte nach einigen Stunden und 
dampfte die Lésung im Vak. ein. Nach zweimaliger Zugabe von 250 ml Wasser 
zum Riickstand und erneutem Eindampfen im Vak. wird der Sirup in 100 ml 
0,2-n. HCl gelést, 3Stdn. auf 100° erhitzt und durch Zugabe der berechneten 
Menge Silbercarbonat salzsiurefrei gemacht. Erst nach Eindampfen im Vak. zum 
Sirup, erneute Aufnahme in 100 m/ 0,2-n. HCl, Erhitzen und Wiederholung der 
ganzen Operation sind keine Uronsaureester mehr papierchromatographisch in der 
Lésung nachzuweisen. Die braune Lésung des Sirups in 100 ml Wasser wird schlie- 
lich durch 2-stdg. Schiitteln bei 20° mit etwa 2g salzfreier Tierkohle entfarbt 
und ist dann bereit zur Chromatographie. 


2. Die chromatographische Trennung von p-Mannuron und L-Guluron 


Eine Saéule von 5cm @ wird 30cm hoch mit Cellulosepulver (Schleicher & 
Schiill Nr. 123) gefiillt. Dieses wird vorher mit viel Wasser aufgeschliammt und zur 
Abtrennung der feinsten Teilchen mehrfach dekantiert. Nach dem Absaugen und 
Trocknen bei 60° im Ventilator-Trockenschrank wird es in die Saule gebracht 
und darin so lange mit dem Trenngemisch (Pyridin-Essigester-Wasser 11:40:6; 
v/v) gewaschen, bis die ablaufende Fliissigkeit vollkommen farblos ist und beim 
Abdampfen keine Spur eines harzigen Riickstandes mehr hinterlaBt. In gleicher 
Weise ist auch das Cellulosepulver vorzubehandeln und zu waschen, das zum Auf- 
saugen der Hydrolysate dient. Fiir eine gleichmaBige Verteilung und Durch- 
trankung der Saulenfiillung ist Sorge zu tragen. 

Beispiel: 50 ml der vorbehandelten Hydrolysat-Lésung (mit etwa 6 g Uron- 
sduren) werden in 50g Cellulosepulver aufgesaugt. Nach dem Vortrocknen des 
Pulvers zunachst bei 60° im Luftstrom, dann im Exsiccator itiber Kaliumhydroxyd 
wird es nochmals im Mérser fein zerrieben und weitere 24 Stdn. bei 60°/0,2 Torr 
iiber P,O; scharf getrocknet. Eine papierchromatographische Bestimmung der 
Urone in einer kleinen Probe ergab, da8 936 mg Guluron und 1780 mg Mannuron 
sich auf 55 g des beladenen Cellulosepulvers befanden. 

15 g dieses beladenen Cellulosepulvers werden mit weiteren 50g Cellulose 
gemischt und als diinne Schicht auf die mit der Trennfliissigkeit schon durch- 
trankte Cellulosesiule festgestampft. Als Deckschicht werden weitere 100 g Cellu- 
lose eingefiillt. 

Der Durchflu8 des Trenngemisches wird so reguliert, daB in 10 Min. Frak- 
tionen von etwa 20 ml durchlaufen, die mit Hilfe eines automatischen Fraktions- 
sammlers getrennt aufgefangen werden. Nach dem Durchflu8 von 2,51 wird die 
Chromatographie unterbrochen. Vor erneutem Gebrauch ist die Saule mit 51 
Wasser und anschlieBend mit 11 Trenngemisch zu waschen. 
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Zum Nachweis der Urone in den Eluatfraktionen werden je 10 ul auf What- 
man-Papier als 2-cm-Striche aufgetupft und mit TTC entwickelt®?. Die ersten 
500 m/ Eluat sind leer; dann folgen 300 m/ mit Guluron, dann etwa 500 ml ohne 
Substanz, dann etwa 850 m/ mit Mannuron. 


3. Die Isolierung von t-Guluron und p-Mannuron 

Beispiel: Das Guluron enthaltende Eluat (mit etwa 200 mg) wird bei 30° 
zunichst im Wasserstrahlvakuum, dann im Olpumpenvakuum zur Trockne ein- 
gedampft; die letzten Reste Pyridin lassen sich durch zweimalige Zugabe von 
Athanol und Eindampfen in einem staubfreien, trocknen Luftstrom entfernen. Der 
kristallin erstarrte Riickstand wird mit 5 ml absol. Athanol gelést, die Lésung 
mit etwas abgeschlammter, gereinigter Tierkohle bei 20° 1 Stde. geschiittelt, dann 
abgesaugt (am besten mit Hilfe einer Pipette mit Filter in der Spitze). Beim lang- 
samen EKindampfen, entweder mit Hilfe eines trocknen, staubfreien Luftstroms 
oder im Exsiccator, kristallisiert L-Guluron in farblosen, sternférmig verwach- 
senen Prismen oder in flachen, oft achteckigen Plittchen aus. Man erhalt 55 mg 
als erste, 20 mg als zweite und 35 mg als dritte Kristallisation. 

Nach nochmaliger Kristallisation aus Athanol schmilzt das reinste Produkt 
bei 141— 142° (verkiirztes Thermometer). Zersetzung tritt erst etwa 10° héher ein. 
Sehr leicht in Wasser loslich. Gibt die Farbreaktionen der Uronsiuren. 


[a] : + 80,9° (1,84-proz. Lésung in Wasser; die Drehung Anderte sich 
nach der ersten Ablesung, 12 Min. nach dem Lésen, in weiteren 24 Stdn. nicht). 
CyH,0, (176,1) Ber. C 40,90 H 4,58 Gef. C 41,09 H 4,99 


Das Mannuron enthaltende Eluat wird in derselben Weise aufgearbeitet. 
Nach dem Vertreiben des Pyridins kristallisiert schon Mannuron vom Schmp. 
186° aus. Nach zweimaliger Umkristallisation aus absol. Athanol steigt der Schmp. 
auf 191—192° an (Zers., korr.). Um diesen Schmp. zu erhalten, mu8 die Substanz 
bei 185° in den Block eingebracht werden und die Geschwindigkeit der Erhitzung 
2° pro Min. betragen. Bei langerem Erhitzen werden Schmpp. von 186—188° 
beobachtet. D-Mannuron kristallisiert aus 80-proz. Athanol in eisblumenartig 
verwechsenen Prismen, bei langsamer Kristallisation in derben, dreiseitigen Pyra- 
miden aus. 


[x]}>": + 92,5° (5,0-proz. waBrige Lésung; keine Anderung der Drehung 


nach der ersten Ablesung, 15 Min. nach dem Lésen). 
CyH,O, (176,1) Ber. C 40,90 H 4,58 Gef. C 40,43 H 4,54 


4. Darsteilung von L-Guluron aus p-Glucozuckersaure-lacton 


Amalgam-Reduktion des Lactons: Die Lésung von 10 g Zuckersaure- 
monolacton (vom Schmp. 135°) in 100 ml Wasser wird in einem Dreihalskolben 
auf 0° gekiihlt und unter intensivem Riihren und weiterer Kiihlung im Laufe von 
30 Min. portionsweise mit 260g frisch bereitetem, grob gepulvertem 2,5-proz. 
Natriumamalgam versetzt. Die Temperatur der Lésung wird auf 3—5° ge- 
halten, ihre Aciditét durch Zutropfen von 20-proz. Schwefelsiure auf py 3—4. 
Nach 45 Min. wird die Reduktion unterbrochen. Der cuprometrisch ermittelte 
Reduktionswert der Liésung entspricht etwa dem von 6g Glucose. Nach Entfer- 
nung der Sulfat-Ionen durch Bariumacetat und der Natrium-Ionen durch eine 
Austauscherséule (Amberlite IR 120) wird die Lésung im Vak. auf 25 ml einge- 
dampft und in 50 g gereinigtem, trockenem Cellulose-Pulver aufgesaugt. Nach Vor- 


_ trocknen im Exsiccator iiber Kaliumhydroxyd wird die Cellulose im Mérser wieder 
| fein zerrieben und 24 Stdn. bei 60°/0,2 Torr iiber P.O, scharf getrocknet. Die 
_ Papierchromatographische Gehaltsbestimmung (TTC-Methode) in einer kleinen, mit 


Wasser extrahierten Probe ergab, da8 insgesamt 4 g Guluronsaure und 2 g Guluron 
auf der Cellulose sich befanden. 

Chromatographische Isolierung des Gulurons: 5 g (0,09 der Gesamt- 
menge) der beladenen Cellulose, mit 50g gereinigter Cellulose gemischt, wurden 
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in die Cellulose-Saule gebracht und wie oben angegeben entwickelt. Nach dem Ab. 
fluB von 1,61 Trenngemisch ist das gesamte Guluron durchgelaufen; die Operation 
wird unterbrochen. Die Guluronséure kann mit dem unveranderten Zuckersaure- 
lacton und den Nebenprodukten der Reduktion mit 51 Wasser aus der Siule 
gewaschen werden. Nach dem Eindampfen der uronhaltigen Trennfliissigkeit im 
Vak. und Kristallisation des L-Gulurons aus Athanol, wie oben beschrieben, 
wurden 51 mg (1. Kristallisation), 26 mg (2. Krist.) und 32 mg (8. Krist.) erhalten, 
Schmp. 141—142° ohne Zers. (einmal aus Athanol umkrist.); Misch-Schmp. mit 


Guluron-Praparat aus Alginsaéure ohae Depression. [«]??": + 81,7° (2,25-proz. Lé- 
sung in Wasser; keine Anderung der Drehung nach der ersten Ablesung, 14 Min. 
nach dem Lésen). 


C,H,0, (176,1) Ber. C 40,90 H4,58 Gef. C 41,02 H 4,55 


5. Kennzeichnung von L-Guluron und p-Mannuron 


Bestimmung der Aquivalentgewichte: Je 3,52 mg (2+10-5 Mol) Man- 
nuron (Schmp. 192°) aus Alginsiure, Guluron aus Alginsiure und Guluron aus 
Zuckersaéure-monolacton werden in 2,50 mi carbonatfreier 0,01-n. NaOH gelést 
und nach 1 stdg. Stehenlassen bei 20° mit 0,01-n.H,SO, zuriicktitriert (Brom- 
kresolpurpur). Gefunden fiir alle drei Urone ein Aquiv.-Gew. 176 + 5. 

p-Glucozuckersaure als Oxydationsprodukt des t-Gulurons: Je 
10 mg des aus Alginsaéure und des synthetisch erhaltenen Gulurons werden mit 
je 4 Tropfen Salpetersaure (d 1,15) oxydiert (EKindampfen in Uhrglasern 
auf dem Wasserbad). Nach Wiederholung der Operation werden 2mal einige 
Tropfen Wasser zugegeben und zur Trockne eingedampft. 

Je die Halfte der verbleibenden Siruptrépfehen werden mit 2-n. KOH alkali- 
siert, dann mit einem Trépfchen Eisessig angesiuert. Nach Kithlung auf 3° scheiden 
sich in beiden Lésungen beim Impfen mit Kaliumhydrogensaccharat die charak- 
teristischen Nadeln dieses Salzes plétzlich aus. 

Die zweiten Halften der oxydierten Proben werden zum papierchromatogra- 
phischen Nachweis des D-Glucozuckersiure-monolactons verwendet. Aufgetragen 
pro Startstrich 10—100 ug Sirup, bzw. authentisches Lacton. Nach 24-stdg. ab- 
steigender Chromatographie (mit dem Uronsiéuren-Trenngemisch; 20°?) waren 
die Lacton-Striche von Analysen- und Vergleichslésung genau gleich weit gewan- 
dert (17cm). Nachweis durch Bildung der Hydroxamsauren und Reaktion mit 
Kisenchlorid. D-Mannozuckersaure-dilacton wandert in dem gleichen Trenngemisch 
fast mit der Lésungsmittelfront, noch schneller als die Urone. 

D-Mannozuckersaiure aus D-Mannuron vom Schmp. 192°: 30mg 
Mannuron werden zweimal mit je 0,2 m/ Salpetersaiure (41,15), schlieBlich 
mit Wasser auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Der in wenig Wasser 
aufgenommene Riickstand kristallisiert beim langsamen Eindunsten im Exsiccator 
in langen, glanzenden Nadeln, die kristallwasserhaltig schon bei 60° schmelzen, 
nach dem Trocknen bei 186—188°. Misch-Schmp. mit D-Mannozuckersaure- 
dilacton ohne Depression. 


Die Oxydation von Mannuron mit Bromwasser fiihrt zum gleichen Ergebnis. 


Infrarot-Spektrum des p-Mannuronsdure-6.3-lactons vom Schmp. 
191—192°. Aufgenommen von Dipl. Chem. Egon Fahr mit einem Leitz-Gerat 
nach der Kaliumbromid-Methode (2,8 mg Mannuron in 754 mg KBr; Durchmesser 
der Scheiben 22 mm, Dicke 0,8 mm; gleiche Vergleichsscheibe). Wellenlangen in 
4; Intensitéten in % der Absorption. 

2,93 (98); 2,97 (91); 3,52 (36); 5,64 (93); 5,68 (87); 6,18 (30); 7,02 (40); 7,20 
(70); 7,43 (89); 7,63 (57); 7,71 (64); 7,78 (65); 7,87 (78); 8,03 (48); 8,08 (57); 
8,44 (93); 8,68 (90); 8,96 (98); 9,43 (86); 9,72 (96); 9,94 (82); 10,19 (89); 10,59 
(60); 10,89 (43); 11,33 (40); 11,86 (83); 12,08 (35); 12,20 (44); 12,65 (39); 13,84 (76). 
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Die Spektren des t-Gulurons aus Alginsaéure und des Praparats aus 
p-Glucozuckerséure-monolacton waren miteinander identisch. Synthetisches 
t-Guluron vom Schmp. 142° (1,8 mg in 749,9 mg KBr). 

2,95 (89); 3,41 (46); 3,49 (31); 5,62 (71); 6,14 (39); 6,85 (20); 7,76 (26); 8,35 
(58); 9,20 (58); 9,38 (68); 9,68 (65); 10,17 (18); 10,41 (21); 10,85 (15); 11,87 (13). 
Im Bereich 6,75 bis 7,15 weist die Substanz einige weitere nur sehr schwach aus- 
geprigte kleine Banden auf. Die Pulverisierung und Mischung des L-Gulurons mit 
dem KBr ist nicht einfach durchzufiihren, da die Substanz sehr hygroskopisch ist 
und durch geringste Spuren Feuchtigkeit klebrig wird. 


6. Einwirkung von Sauren und Alkalien auf die Uronsauren 


a) D-Mannuron, D-Glucuron und p-Galakturonsaure (je 10-4 Mol) 
wurden in je 0,5 ml 80-proz. Schwefelsiure gelést und 40 Stdn. bei 20° belassen. 
Verdiinnung der Lésungen auf 10 mi (1,75-n. Saure), Erhitzen auf 100° fiir 24Stdn., 
Neutralisation mit Calciumcarbonat. 20— 80 ul jeder Liésung pro Startstrich wurden 
chromatographiert. Sowohl die Chromatographie der Urone wie jene der Saéuren 
lieB nur eine einzige, und zwar die eingesetzte Komponente erkennen. 

b) Je 10-5 Mol D-Mannuron, synthet. L-Guluron und L-Guluron aus 
Alginsiure wurden in 0,6 ml 1-n. H,SO, 5 Stdn. auf 100° erhitzt. Nach Neutrali- 
sation mit Calciumcarbonat wurden je 10—40 ul der Lésungen pro Startstrich chro- 
matographiert. Die Chromatogramme der Séuren und jene der Lactone zeigten, 
daB keine gegenseitige Umwandlung der eingesetzten Urone stattgefunden hatte. 

c) Wurde Pektinsaéure aus Apfeln in 80-proz. Schwefelsiure 12 Stdn. bei 
20° belassen, dann nach Verdiinnung der Saure auf 1,75-n.6 Stdn. auf 100° er- 
hitzt, so lieB sich chromatographisch nur Galakturonsaéure nachweisen. 

d) 500 mg Natriumalginat (,,Protanal SF“) in 10 ml 0,1-n. NaOH wurden 
7Stdn. auf 100° erhitzt. Nach Neutralisation mit Schwefelsiure wurde die Lésung 
eingedampft, der Riickstand in 2 ml 80-proz. Schwefelsiure aufgenommen und 
weiterbehandelt, wie in Abschnitt 7 angegeben. 

e) 1000 mg Natriumalginat (aus Fucus spiralis var. platycarpus) wurden in 
20 ml 3-proz. Natriumcarbonatlésg. 90 Min. auf 100° erhitzt. Nach Fallung mit 
Salzsiure wurden 500 mg hydrolysiert, wie in Abschnitt 7 angegeben. 

f) Zersetzung von Guluronsiure und Mannuronsadure in saurer 
Lésung bei 100°: Die Uronsaéuren-Lésungen waren zu Beginn 5+10-%-m. Die 
Zahlen geben die noch vorhandene Uronsiure-Menge in °% der urspriinglichen an. 





l-n. H,SO, 0,5-n. H,SO, 
Gul’sre. | Mannu’sre. Gul’sre. | Mannu’sre. 





6Stdn.. . 49 80 88 
‘ 


12Stdn.. . 29 61 
24Stdn.. . 8 33 


5 








7. Bestimmung der Uronsauren in den Alginsiure-Hydrolysaten 


Die chromatographische Trennung und Bestimmung der Uron- 
siuren und Urone erfolgte in der friiher angegebenen Weise?. Zur Arbeitsersparnis 
bei der Auswertung der zahlreichen Doppelbestimmungen ist es zweckmaBig, die 
flichengleich ausgeschnittenen Farbflecken (aus gleichen Mengen aufgetragener 
lésung desselben Chromatogramms) nicht einzeln mit einer bestimmten Menge 
Lésungsmittel zu eluieren, sondern zusammen mit dem entsprechenden Vielfachen 
an Lésungsmittel; z.B. die 3 Mannuronsaure-Flecken aus je 101 Analysen- 
lisung in 15 ml Methanol-Eisessig, statt einzeln in je 5 ml. Es wird bei gleicher 
Genauigkeit der Ergebnisse viel Zeit bei der Photometrierung erspart. 

Alle angegebenen Werte sind Durchschnittswerte aus meistens 4 Einzel- 
bestimmungen. 
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Zur Darstellung der Alginsiure wurden die getrockneten und zerklej- 
nerten (nach Méglichkeit gepulverten) Algen nach mehrstiindiger Vorextraktion 
bei Raumtemperatur mit 0,5-n. HCl, dann Wasser, mehrfach mit 1-proz. Na. 
triumcarbonatlésg. bei 50° ausgezogen (Abtrennung durch scharfes Zentrifugicren), 
Fallen mit Salzsiure, Waschen bis zur Entfernung der Chlorionen, Entwiissern 
mit Athanol, Aceton, Ather, dann Trocknen im Vakuum. Auf Umfallungen wurde 
bewuBt verzichtet! Die Proben waren nach Méglichkeit ,,homogen“, d. h. enthielten 
bei den Algen mit differenziertem Thallus ,,Stiel“ und ,,Blatter“. GleichmaBigkeit 
der Probeentnahme wurde auch bei den Analysen der Algen selbst erstrebt; sie war 
hier viel schwieriger. GroBe Unterschiede waren im Selzgehalt festzustellen. 

500 mg lufttrockene, gepulverte Alginsiure (von bekanntem Gehalt an Feuch- 
tigkeit und Sulfat-Asche) werden mit 2 mi 80-proz. Schwefelséure verriihrt und 
10 Stdn. bei 22° darin belassen. Nach Verdiinnung auf 50 mi pipettiert man 10m/ 
ab, versetzt diese mit 250 mg Calciumcarbonat und erhitzt im zugeschmolzenen 
Reagenzglas 6 Stdn. auf 100°. Das Hydrolysat wird dann zur vdélligen Neutrali- 
sation der Mineralsiure mit 280—290 mg Calciumcarbonat versetzt und zentri- 
fugiert. 4 ml der klaren Lésung werden im 5-ml-MeBkolben zunachst mit 1-n., 
dann mit 0,l-n. NaOH tropfenweise bis zum Umschlag und zur dauernden Ré. 
tung von Phenolphthalein versetzt. Nach 1-stdg. Stehenlassen neutralisiert man 
mit 0,l-n. Essigsaure genau, fiillt mit Wasser auf 5 ml und tragt die Lésung auf 
den Papierbogen zur Chromatographie auf (10 bzw. 20 ul pro Startstrich). Als 
Vergleichslésung dient eine schlieBlich auf 5 mi aufgefiillte Lésung von 5 mg 
Guluron und 11 mg Mannuron, in der die Lactonhydrolyse in gleicher Weise aus- 
gefiihrt war. 


8. Bestimmung der Uronsaiuren und Urone 
. in den Hydrolysaten der Braunalgen 

200—500 mg Algen (lufttrocken, méglichst fein zerteilt) wurden mit 2 ml 
80-proz. Schwefelséure angeteigt und 15 Stdn. bei 20° stehen gelassen. Wahrend 
der ersten Stunden wurde einige Male sorgfaltig umgeriihrt. Nach Verdiinnung 
mit Wasser auf 25 mi wurde ein aliquoter Teil der nunmehr 2-n. schwefelsauren 
Lésung 6 Stdn. im zugeschmolzenen Réhrchen auf 100° erhitzt, mit der auf Mi- 
neralsiure berechneten Menge Calciumcarbonat versetzt und zentzifugiert. Neu- 
tralisation der Uronsaiuren, Hydrolyse der Lacton-Anteile und Chromatographie 
(20—40ul der Lésung pro Startstrich) wurden ausgefiihrt, wie in Abschnitt 7 an- 
gegeben. 

Zum Nachweis und zur Bestimmung der Urone wurden je 4 mi der 
Algen-Hydrolysate nach der Calciumsulfat-Fallung mit 1 ml 1-n. HCl versetat 
und 2 Stdn. im zugeschmolzenen Réhrchen auf 100° erhitzt. Sofort nach dem Ab- 
kiihlen wurden ohne weiteres 80—160 ul pro Startstrich auf den Papierbogen auf- 
getragen. Zur Herstellung der Vergleichslésungen werden je 5—10 mg der Urone 
in 5 ml 0,2-n. HCl gelést, ebenfalls 2 Stdn. auf 100° erhitzt und wie die Analysen- 
lésung sofort chromatographiert. 

Entwicklung 5 Stdn. mit Pyridin-Essigester-Wasser (11:40:6; v/v). 

Durch die quantitative Auswertung der Uron-Chromatogramme gelingt ¢, 
auch Guluronséure und Glucuronsiéure nebeneinander zu bestimmen. Aus den 
folgenden Werten geht hervor, da8 die Einstellung des Saure-Lacton-Gleich- 
gewichts unter den genannten Bedingungen reproduzierbar ist. Die Lage des 
Gleichgewichts ist bei Mannuron und Glucuron fast gleich, bei Guluron stark zu- 
gunsten der Saure verschoben. Die Temperaturabhangigkeit ist zu beachten. 





5 Stdn. bei 100° 2 Stdn. bei 100°, dann 2Stdn. bei 20° 
% Sre. | % Lact. | %Sre. | % Lact.| %Sre. | % Lact. 

















Guluronsaéure . 74 26 71 29 82 18 
Glucuronsaure . 44 57 42 58 47 53 
Mann uronsaure 47 53 44 56 47 53 
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Zusammenfassung 


Die Polyuronsiuren mehrerer Phaeophyceen-Arten werden durch 
chromat ographische Analyse ihrer Hydrolysenprodukte naher unter- 
sucht. 

Durch Hydrolyse von Alginsiuren entsteht auBer der schon be- 
kannten D-Mannuronsiure auch L-Guluronsiure. Diese Uronsiure wurde 
als kristallisiertes Lacton isoliert und durch Vergleich mit erstmalig 
synthetisch dargestelltem L-Guluron identifiziert. 

D-Mannuronsdure und L-Guluronsiure sind in wechselnden Ver- 
hiltnissen (von 2:1 bis 1:2) in den Alginsaure-Priparaten aus ver- 
schiedenen' Algenarten enthalten. 

In allen 22 untersuchten Braunalgen wurde auBerdem D-Glucuron- 
siure nachgewiesen, die jedoch nicht Bestandteil der Alginsiuren ist. 
D-Galacturonséure ist in keiner der analysierten Algen enthalten. 

Damit sind in den Phaeophyceen auBer Mannuronsiure zwei weitere 
Uronsiuren festgestellt; L-Guluronsiiure ist zum ersten Male als Natur- 
produkt aufgefunden worden. 


Summary 


The polyuronic acids of several species of Phaeophyceae are exa- 
mined in detail by means of chromatographic analysis of their hydrolysis 
products. 

The hydrolysis of alginic acid yields L-guluronic acid in addition to 
D-mannuronic acid which was already known. This uronic acid was 
isolated as a crystalline lactone and was identified by comparison with 
L-gulurone, prepared synthetically for the first time. 

The alginic acid preparations from various species of algae contain 
D-mannuronic acid and L-guluronic acid in proportions varying from 
2:1 to 1:2. 

D-Glucuronic acid was also detected in all the 22 brown algae exa- 
mined but it is not a constituent of the alginic acids. D-Galacturonic 
acid is not present in any of the algae analysed. 

Two further uronic acids, in addition to mannuronic acid, have 
thus been shown to be present in the Phaeophyceae. L-Guluronic acid 
has been found for the first time as a natural product. 
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Die kontinuierliche Extraktion von Stoffgemischen 
unter beliebiger Anderung beliebiger Parameter 
nach dem Prinzip der Diagramm-Abtastung 
Von 
Rudolf K. Zahn und Irmgard Stahl 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Johann- Wolfgang-Goe the- Universitat Frankfurt a. M, 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1953) 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


In einer friiheren Veréffentlichung haben wir eine einfache An. 
ordnung zur Durchfiihrung der kontinuierlichen Extraktion beschrieben!, 
Inzwischen hat auch Turba? eine schon auf friihere Versuche zuriick- 
gehende Methode veréffentlicht. Eine solche Anordnung vermag, grund. 
siitzlich gesehen, alles zu leisten, was von diesem Verfahren zu erwarten 
ist, hat jedoch verschiedene Nachteile anderer Art. 

1. Die Parameter, die das Extraktionsmittel betreffen, kénnen nicht 
linear oder sonst in beliebiger Weise verschoben werden. Es wurden 
zwar Wege zur Linearisierung bzw. zur Erreichung beliebiger Cha- 
rakteristiken aufgezeigt®. Jedoch verliert damit die Anordnung ihre 
Flexibilitat und wird komplizierter. 

. Die Volumina, die pro Zeiteinheit durch die zu extrahierende Siule 
treten, schwanken sehr stark, weil das zu extrahierende Material 
mit der Zusammensetzung des Extraktionsmittels bald mehr, bald 
weniger stark quillt. Die Volumina lassen sich nicht gleichmabig 
gestalten, ohne die Geschwindigkeit der Extraktion herabzusetzen. 
Im folgenden soll eine Vorrichtung beschrieben werden, die diese 

Nachteile nicht besitzt. 


Auf Grund dieses oder ahnlicher Verfahren kénnen Trennungen jedoch nicht 
nur an der Kieselgursaule erreicht werden. So haben Hagedahl und Tiselius 
gezeigt, daB mit Hilfe von Aussalzmethoden Trennungen auf Filterpapier méglich 
sind‘, Der hier wirksame Effekt ist ebenfalls eine ,,Gradienten-Elution“. 

Einen anderen interessanten Weg beschreibt Schwimmer’. Er benutzt einen 
stehenden ,,Salz-Gradienten‘‘, der dadurch erzeugt wird, da8 durch Calciumsulfat- 
Hemihydrat eine Salzlésung gegossen wird. Durch Wasseraufnahme im Calcium. 


bo 
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sulfat wird nach seiner Auffassung Salz eingeschleppt. Bei Verwendung einer 0,4- 
gesittigten Ammoniumsulfatlésung entsteht ein Gradient, der einer Sattigung von 
0,4 bis 0,7 entspricht. Lederer®, der kleine Molekiile trennt, geht von der Papier- 
chromatographie aus und andert die Zusammensetzung der mobilen Phase am auf- 
— Papierchromatogramm. Die gezeigten Resultate erscheinen recht ein- 
voll. 

Cen allgemein 148t sich zeigen, daB da, wo die Gradienten-Elution Eingang 
gefunden hat (vgl. z. B. 3), sie sich recht gut bewahrt, besonders, wenn die Variation 
mehr als eines Parameters zur Trennung herangezogen wird. 

Die hier zu beschreibende Apparatur soll neben der Analyse auch 
der priiparativen Darstellung gewisser Substanzmengen vor allem von 
Proteinen dienen. Dabei ist die Fraktionierung auBerst einfach und 
theoretisch gut tiberschau- und steuerbar durchzufiihren. 

Die Anordnung besteht aus vier Haupteinheiten: 1. Mischventil mit 
Kontaktwalze, VorratsgefiBe fiir die Komponenten des Extraktions- 
mittels, MischgefaB; 2. Férderpumpe; 3. Siule, bestehend aus Triger- 
und Mischeinrichtung; 4. Fraktionsschneider und -sammler. 

Die Leistungsfihigkeit der Anordnung wird am Beispiel der Tren- 
nung der menschlichen Serumproteine aufgezeigt. 


Prinzip 


Abb. 1 gibt die Anordnung schematisch wieder. 


Das zu trennende Stoffgemisch wird, mit einem Triiger (z. B. Kiesel- 
gur) gemischt, auf eine Fritte gegeben und mit dem Extraktionsmittel 
extrahiert. Die Zusammensetzung des Extraktionsmittels wird mit der 
Zeit oder dem durchgetretenen Volumen geandert, und zwar so, daB es 
im Grenzfall zu Beginn der Extraktion Fallungsmittel, gegen Ende des 


Abb. 1. Schema der Trenneinrichtung. ay a? 
V, VorratsgefaB fiir fallend wirkende Lésung; 
V, VorratsgefaB fiir lésend wirkende Lésung; 
a, } gekoppeltes Mischventil, a, ist gedffnet, wenn ag. P 
A, geschlossen ist bzw. umgekehrt; 
P Pumpe mit konstantem Férdervolumen; M 
M MischgefaB; 
F Saule mit Tragersubstanz, Substanzgemisch und 

Fritte; F 
T AuffanggefaB; 
6 elektrisch gesteuertes Auslaufventil; T 
C Fraktionsteiler mit SammelgefaBen. " 

ae 
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Versuches Lésungsmittel fiir alle Komponenten des Stoffgemisches wird, 
Zwischen diesen beiden Extremen gibt es eine Reihe von Zwischen. 
stationen, bei denen das Extraktionsmittel fiir die eine Komponente des 
Gemisches bereits als Lésungsmittel wirkt, wihrend die restlichen Kom. 
ponenten noch unldslich bleiben usf. In giinstiger Anordnung lassen sich 
also auf diese Art und Weise Stoffe trennen. 

Der einfachste Fall ist wohl der, daB bei konstantem pu, konstanter 
Temperatur und anniahernd konstanter Dielektrizitatskonstante die 
Ionenstaérke bzw. Salzkonzentration variiert wird. Zur Fraktionierung 
der meisten Proteingemische wurde eine gestittigte Ammoniumsulfat- 
lésung allmahlich mit Wasser verdiinnt. Das wird dadurch erreicht, dag 
mit der Zeit abnehmenden Mengen konzentrierter Salzlésung ent. 
sprechende Mengen Wasser zugemischt werden. Diese Mischung wird 
durch ein elektrisch betatigtes Mischventil erreicht. Dieses Mischventil 
vollendet einmal pro Minute einen kleinen Schaltcyclus,‘d. h. innerhalb 
dieser Minute wird einmal seine AusfluBseite mit einem konzentrierte 
Salzlésung enthaltenden (Stellung a) und einmal mit einem Wasser ent. 
haltenden (Stellung b) GefaB verbunden. Die aus dem Mischventi! aus. 
tretende Fliissigkeit wird evtl. durch ein MischgefaB geeigneten Volumens 
gefiihrt, in dem es durchmischt wird. Die Zusammensetzung der aus. 
flieBenden Lésung hangt von der Dauer ab, in der das Mischventil in 
einer Stellung innerhalb des kleinen Schaltcyclus verweilt. Wenn es z.B. 
in Stellung a 20 sec und in Stellung b 40 see stehenbleibt (gleich einem 
kleinen Cyclus von 1 min) ist die ausflieBende Lésung 2/, gesittigt. 

Durch Anderung der Verweilzeiten in den Stellungen a und b kann 
also die Zusammensetzung des Extraktionsmittels geindert werden. Fiir 
diese Steuerungen wird ein Diagramm abgetastet. Dieses Diagramm wird 


- entsprechend der gewiinschten Anderungscharakteristik aus diinner | 


Metallfolie ausgeschnitten und auf eine Walze aus Kunststoff aufgeklebt. 
Diese Walze wird in die Abtasteinrichtung eingesteckt. Hier dreht sie 
sich einmal pro Minute an einem Abtastkontakt vorbei. Dieser Kontakt 
steuert, je nachdem, ob er mit dem Metallbelag der Walze in Verbindung 
ist oder nicht in die Stellung a oder b. Mit der Zeit, z.B. im Verlaufe 
von 24h wird der Kontakt zusitzlich durch eine Gewindespindel von 
einem Ende der Walze zum anderen verschoben, so daB ‘also — in einem 
groBen Cyclus — das gesamte Diagramm einmal abgetastet wird. Mit 
diesem Prinzip kann jede beliebige Anderungs-Charakteristik errechnet, 
aufgezeichnet und direkt ins Experiment umgesetzt werden, ja es ist 
ohne viel Mehraufwand leicht méglich, mehrere Parameter gleichzeitig, 
abhangig oder unabhangig voneinander zu variieren. 

Zur analytischen bzw. praiparativen Auftrennung von Gemischen 
unbekannter oder variabler Zusammensetzung wird man im allgemeinen 
die lineare Anderungs-Charakteristik wegen ihrer Ubersichtlichkeit: be- 
vorzugen. 

Im Prinzip kann das nun in seiner Beschaffenheit festgelegte Ex- 
traktionsmittel unmittelbar auf das Stoffgemisch angewendet werden. 
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Viele Stoffe, besonders Proteine und Nucleoproteide quellen jedoch so 
stark bevor sie in Lésung gehen, daB der dadurch erhéhte Strémungs- 
widerstand die Saule praktisch blockiert. Um das dynamische Gleich- 
gewicht der Anordnung aufrechtzuerhalten und um die Geschwindig- 
keit des Trennprozesses moglichst groB zu halten, haben wir mittels 
einer besonders konstruierten Pumpe dafiir gesorgt, daB die pro Zeit- 
einheit durch das Stoffgemisch tretende Fliissigkeitsmenge in weiten 
Grenzen (selbst unter Druckaénderungen von 0—4 kg/cm?) konstant 
bleibt. Die Pumpe arbeitet mit einer Druck-Ubertrager-Membran, so daB 
der Kolben selbst nur mit Ol in Beriihrung kommt. Alle mit dem Ex- 
traktionsmittel in Verbindung stehenden Teile sind aus hitze-, siure-, 
basen- und organischen Lésungsmittel- bestandigen Kunststoffen her- 
gestellt. Die Pumpe ist auBerdem so konstruiert, daS das Férder- 
volumen um einen Faktor von 100—1000 variiert werden kann, 
um analytisches und praparatives Arbeiten in der gleichen Anordnung 
zu ermoglichen. Bei der jeweils eingestellten Férdermenge ist die Volum- 
konstanz besser als 1%. 

Das von dieser Pumpe geférderte Volumen Extraktionsmittel wird 
auf die Siule gepumpt, die aus Tragersubstanz und dem zu trennenden 
Stoffgemisch besteht. 

Im einfachsten Falle nimmt man als Tragersubstanz Kieselgur. Von 
uns wurden ferner erprobt: Sand, Zellwolle, Watte, Cellulose-Pulver, 
Caleiumcarbonat, Zinkhydroxyd u. andere. Fiir die Wahl der Triger- 
substanz ist entscheidend, bei welchem px getrennt werden soll, ob das 
pu variiert werden soll, welche isoelektrischen Punkte die noch in das 
System eingefiihrten Stoffe haben und welche Bestindigkeit von der 
Trigersubstanz gefordert werden mu. Sofern méglich, sollte der iso- 
elektrische Punkt der zu trennenden Stoffe dem der Tragersubstanz be- 
nachbart sein, oder die beiden Substanzen sollten im Extraktionsmittel 
beide als Anionen oder Kationen vorliegen. Man bekommt sonst leicht 
Verschleppung und Auseinanderziehen der aus der Siule austretenden 
Stoffbanden. Es gibt jedoch auch Fille, wo dies von Vorteil ist und die 
Adsorption zur Trennung benutzt werden kann (Chromatographie). 
Auch diese ,,Chromatographie unter Elution mit ‘ontinuierlich vari- 
iertem Elutionsmittel‘‘ ist aussichtsreich, bietet sien doch bei richtigem 
Einsatz die Méglichkeit, die in der Elution begriffenen Stoffbanden auf 
der Saiule in sich zu verkiirzen. 

Fiir die kontinuierliche Extraktion ist es wesentlich, das erforderliche 
Gleichgewicht zwischen Stoffgemisch und Extraktionslésung sicher und 
schnell zu erreichen. Hierfiir haben wir zwei Wege versucht: 

Einmal haben wir die Fritte mit der Saule elektromagnetisch vibriert 
(Wechselstrom 50 Hz). Dieses Verfahren ist dann befriedigend, wenn man 
nur dafiir sorgt, da& das Schichtmaterial symmetrisch umgewalzt und 
nicht nach dem spezifischen Gewicht getrennt wird. Am besten laBt sich 
das erreichen, wenn man senkrecht die Mitte der Fritte an den Vibrator 
ankoppelt. Evtl. kann man noch schwere Kérper (Glaskugeln od. dgl.) 
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mit in die Saule einpacken, die dann bei der Vibration fiir Durch. 
mischung und Homogenisierung sorgen. 

Zum anderen sind wir in der letzten Zeit dazu tibergegangen, die 
oberen Lagen der Schicht mit einem Glasriihrer zu riihren. Durch diese 
Rihreinrichtung (in Abb. 2 wiedergegeben) wird das Gleichgewicht 


Sattigungskérper — gesittigte Lésung 
sicher und schnell erreicht. 


Abb. 2. Riihreinrichtung. 
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Schr Halteschraube zum Anpressen des Deckels an Fr. 

Zu Zulauf fiir die Extraktionslésung 


Je hoher der Filtrationsdruck ist, unter dem die Saiule durchgespiilt 
wird, desto kraftiger muf die Riihreinrichtung sein. Die Riihrfrequem 
betragt etwa 6 U/min. Es ist zu bedenken, daB man um so scharfere 
Stoffbanden im Auslaufenden erhilt, je vollstandiger eine Schicht der 
Saule umgewalzt wird. Bleibt z.B. in einer gegebenen Lage ein Teil des 
Saulenmaterials in Ruhe, so wird in diesem Anteil ein gegebenes dynani- 
sches Gleichgewicht zu einem anderen Zeitpunkt erreicht, als in einem 
anderen Anteil, der heftig geriihrt wird. Je weniger heftig die Siule ge. 
riihrt wird, um so geringer werden die Unterschiede zwischen den beiden 
Anteilen. Nun ist es nach dem vorher Gesagten aber erwiinscht, durch 
heftige Umwilzung das Gleichgewicht schnell eintreten zu lassen. 

Wir fiillen eine Fritte so, daB der Riihrer etwa 0,5 cm iiber der 
Glasfritte in reinem Tragermaterial riihrt. Dieses reicht bis etwa 0,7 cm 
hoch und ist dann oben von dem Stoffgemisch gefolgt. Der Riihrer ist 
méglichst genau eingepaBt, so da aufen an der Glaswand keine toten 
Zonen entstehen kénnen. 


Gegeniiber der alten Anordnung werden hier steilere Flanken det § 


Stoffbanden erhalten. Der Quotient m/v nimmt dabei hohe Werte an 
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Fliissigkeitsmenge in ccm). Diese m/v-Werte gelten nur fiir die reinen 
Substanzen. Durch die Gegenwart anderer Substanzen werden sie ver- 
andert; es verschieben sich die Austrittsmaxima der Stoffbanden, und 
ihre Form andert sich. 

Als Vergleich sei hier der Wert fiir rekristallisiertes Mercaptalbumin* an- 
emege Mercaptalbumin (25° C, (NH,),SO,, pu 7,4) = 0,15, 

m/v Globulin (20°C, (NH,).SO,, px 7,4) = 0,08. 

Die gleichen Werte betragen nach dem alten Verfahren fiir Albumin = 0,05, 
fir Globulin = 0,007. 

Wir haben aus den oben geschilderten Erwigungen heraus einen 
Fraktions-Schneider in Verbindung mit einem Fraktions-Sammler ge- 
koppelt. Da die Pumpe pro Zeiteinheit ein stets gleiches Volumen pumpt, 
ist das ausgelaufene Volumen proportional der Zeit, so daB der Fraktions- 
Schneider einfach als Zeit-Schneider konstruiert werden kann. 

Der Fraktions-Schneider besteht aus dem Verteilerarm mit der 
Kontakteinrichtung, dem Auffanggefa8 mit dem magnetisch betatigten 
Auslaufventil. Der Verteilerarm hat die Aufgabe, die feststehenden Teile 
der Trenneinrichtung mit den ebenfalls feststehenden SammelgefaBen in 
geeigneter Weise zu verbinden. 

Der Arm wird mit Hilfe eines geeigneten Antriebes langsam (z. B. 
in 24h um 360°) mit seinem Auslauf iiber die Sammelgefilie bewegt. 
Wiirde waihrend der gesamten Schwenkzeit in beliebiger Weise Fliissigkeit 
auslaufen, so ware es unvermeidlich, daB auch ein Teil in den Zwischen- 
raum zwischen zwei GefaéBen verlorenging. Um das zu vermeiden, kann 
man den Zwischenraum durch Uberbriickung vermeiden oder den Aus- 
flu8 diskontinuierlich gestalten. Da die Uberbriickung zu Ungenauig- 
keiten beziiglich des Volumens fiihrt, haben wir den Verteilerarm mit 
einer Kontaktscheibe versehen, die dafiir sorgt, daB das Auslaufventil 
des Auffanggefaes nur dann offen ist, wenn der Arm iiber einem Sammel- 
gefa steht. 

Die SammelgefiBe sind in dreieckigen Ausschnitten mit Gummi- 
ziigen so gehalten, da sie leicht ausgewechselt werden kénnen und daB 





* Die Serumalbumine lassen sich leicht in zwei Gruppen aufspalten: 

1. Eine Gruppe, die bei niedriger Ionenstarke, Kalte, leicht saurem pH und 
niedriger Dielektrizitatskonstante mit Quecksilbersalzen als rhombische Blattchen 
kristallin ausgeschieden werden kann, von Hughes und anderen’ ® ,,Mercapt- 
albumins“ genannt, weil diese Albumine eine reaktionsfahige SH-Gruppe im Mole- 
kil haben und z.B. stéchiometrische Verbindungen vom Typ 


Albumin— Hg — Albumin 
bilden kénnen. 

2. Eine Gruppe, die diese Eigenschaften durch das Fehlen der reaktionsfahigen 
SH-Gruppe nicht besitzt, ,,Non-Mercaptalbumins“ genannt. Diese letzte Gruppe 
ist mit ziemlicher Sicherheit uneinheitlich®. 

7 E. J. Cohn, J. Amer. chem. Soc. 72, 465 [1950]; Bull. New York Acad. 
Med. 15, 639 [1939]. 

8 W. L. Hughes, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 14, 79 [1950]; 
J. Amer. chem. Soc. 69, 1836 [1947]. 

® T. L. McMeekin, J. Amer. chem. Soc. 61, 2884 [1939]. 
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bei Abweichungen des Durchmessers von -+- 50% ihr Mittelpunkt noch 
immer im richtigen Bereich sitzt. Die Halter sind fiir Reagenzgliser ein. 
gerichtet. Diese kénnen jedoch auch durch Glastrichter etwa gleichen 
Durchmessers ersetzt werden. Diese Trichter werden dann durch Kunst- 
stoffschliuche mit den — in diesem Falle viel gréBeren — Sammel. 
gefaBen, die sich auf dem Boden unterhalb der Verteilerebene befinden, 
verbunden. So kann im gleichen Sammler mit Fraktionen zwischen 
0,5 cem bis 500 ccm gearbeitet werden. Auf 360° werden 75—100 I'rak- 
tionen untergebracht. Die Sammelbéden sind mit einem Handgriff aus. 
wechselbar. 


Es ist leicht einzusehen, daB ein Fraktions-Schneider-Sammler, bei 
dem weder die Zulaufseite noch die Ablaufseite bewegt zu werden 
braucht, gegeniiber den anderen Modellen wesentliche Vorteile besitzt. 


Ausfihrungsbeispiel 


50 com mensch]. Serum (Sammel-Serum aus unserer Untersuchungs. 
abteilung) werden bei 20° mit 30 g fein pulverisiertem Ammoniumsulfat versetzt, 
auf py 7,4 eingestellt und 30 min unter Vermeidung von Schaum kraftig geriihrt, 
Dabei muB alles Salz in Lésung gehen. Es resultiert dann eine Protein-Suspension, 
die sich bei 5—8000 g in 20—10 min so glatt abzentrifugieren liBt, daB ein klarer 

rstand verbleibt, der verworfen wird. 

Etwa 70g Kieselgur werden mit bei 20° gesattigter Ammoniumsulfatlésung 
von pu 7,4 zu einer zihen Suspension angeriihrt und damit eine 17 G 3-Glasnutsche 
beschickt, so daB eine 0,5 cm hohe Schicht entsteht, die man zur Verfestigung ab- 
tropfen 14Bt. 

Kieselgur wird mit wenig gesattigter Ammoniumsulfatlésung angeriihrt und 
mit diesem Brei wird der EiweiB-Niederschlag véllig durchmischt. Die Gefife 
werden mit gesitt. Ammoniumsulfatlésung nachgespiilt und diese Waschwasser 
mit der Suspension vereinigt. SchlieBlich wird die ganze Mischung auf die in- 
zwischen auf der Nutsche verfestigte Lage Kieselgur gegossen, ohne diese aufzu- 
wirbeln. Man ]aBt etwas absitzen und fiillt dann die Nutsche so lange auf, bis 
schlieBlich alle Luft durch Fliissigkeit verdrangt ist. Darauf wird der Fritten-Inhalt 
vom Luftraum abgeschlossen. 


An sich ist die Héhe der Saule beliebig und nur dadurch begrenzt: 1. da 
es ein kritisches Verhaltnis von Tragersubstanz zu Protein gibt (es sollen etwa 
10 g Kieselgur auf 1 g Protein genommen werden; bei Nucleoprotaminen, Pektin- 
substanzen u.dgl. wird viel mehr Kieselgur benétigt); und 2. daB, wenn eine 
Fraktion sich lést, die gesamte Masse so stark quillt, daB die Nutsche gesprengt 
wird und die Pumpe nicht mehr férdern kann. 

Die Hohe der Schicht betriigt in dem hier zu betrachtenden Falle 
etwa 3—5 cm, je nach Zustand des Substanzgemisches. Es 1aBt sich aus 
der Hohe grob abschitzen, wann eine Stoffbande in Lésung geht. Der 
Verteilerarm und Fraktions-Schneider wird so eingestellt, daB er in 
24h 75 Fraktionen schneidet, d. h. alle 20 min eine neue Fraktion aus- 
geschnitten wird. Die Férderleistung der Pumpe wird auf 0,25 cem/min 
eingestellt, so daB jede Fraktion 5 ccm groB ist. Im giinstigen Falle ist 
dann gerade eine Stoffbande in diesem Volumen enthalten. Wir wiihlen 
die Fraktionen gern in dieser GréBe, da sie sich dann im Beckman- 
Spektrophotometer direkt ausmessen lassen. 
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Abb. 3. Trennung von Sammelseren nach der Methode der Diagrammabtastung. 
Die Abszisse gibt die Fraktionsnummern, die Ordinate die gefundenen Stickstoff- 
mengen in mg wieder. — In der Tabelle sind die Ergebnisse der qualitativen 
Proben der Stoffbanden nach ihrer Zugebérigkeit zu den Fraktionsnummern 
angeordnet, 



























































Fir das Diagramm wihlen wir in diesem Fall eine lineare Form 
und stellen die Abtasteinrichtung so ein, daB sie in 30h gerade von 
0%: 100% bis 100%: 0% durchlauft, d.h. daB zu Anfang mit einer 
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50-proz. Ammoniumsulfatlésung extrahiert wird, zum SchluB mit einer 
Lésung von 2% Natriumearbonat und 2% Natriumhydrogencarbonat 
in Wasser. 

Abb. 3 gibt das Trennergebnis wieder. In nachfolgenden Trennungen 
von Sammelseren aus der hiesigen Untersuchungsabteilung konnten die 
Ergebnisse reproduziert werden. 

In den einzelnen RGéhrchen wurden die Fraktionen durch Erhitzen 
auf 100° denaturiert, bei 5000 g 31 min zentrifugiert und der klare Uber. 
stand abgegossen. Darauf erfolgte dreimaliges Nachwaschen mit hei8em 
10-proz. Alkohol. Der gereinigte Protein-Niederschlag wurde nun ver. 
ascht und der Stickstoff nach Kjeldahl! bestimmt. Die so erhaltenen 
Stickstoffwerte waren bereits Mittelwerte, da jedes Sammelserum von 
10 verschiedenen Individuen stammte. Insgesamt wurden 10 Trennungen 
unter méglichst gleichen Bedingungen durchgefiihrt. (Es war bei uns 
nicht zu vermeiden, daB in den Nachtstunden die Temperatur von 
20° auf 17° absank). Fiir jeden Mefpunkt 2; wurde der Mittelwert 


N 
uae aj aus zehn Trennungen gebildet und im Diagramm die 


N 


i=1 


N _—— ‘ 
Streuungen | o = 7 & (xi — a)? eingetragen. Jeder a-Wert stellt 
i=1 
somit einen Mittelwert aus 100 Ausgangsseren dar. 
Zur Berechnung der einer Stoffbande zuzuordnenden Stickstoff- 
menge wurden die «-Werte zwischen zwei Minima addiert. Kleine Stufen 


in der Kurve bleiben unberiicksichtigt, besonders wenn sie auf Grund 
der angestellten Proben kein deutlich unterschiedliches Verhalten gegen- 
iiber ihren Nachbarn zeigten. Auf die Konstruktion theoretischer Ideal- 
kurven oder Trendkurven wurde bewuft verzichtet. 

Zunichst wurde die Kurve mit dem Potentialindikator?° aufgestellt, 
die die Abhangigkeit der Anderung der Zusammensetzung des Aus- 
laufenden gegen Nr. der Fraktion bzw. Volumen an Extrakt angibt. 
Danach wurde die Apparatur eingestellt. Als nichstes wurde die Kurve 
E 286 my gegen Extraktvolumen aufgestellt. Fiir qualitative Zwecke ist 
diese Extinktionskurve, besonders bei relativ reinen Fraktionen, bei 
vielen Proteinen zu ungenau. Sie zeigt in den Stoffbanden 2, 7, 8, ll 
und 12 z.T. Abweichungen von mehr als 100% gegeniiber dem Stick- 
stoffwert. Bei den ersten Versuchen wurde immer wieder gefunden, da 
bei den ,,Globulinen“ relativ gute Reproduzierbarkeit zu erreichen war, 
wahrend bei den Albuminen stark schwankende Werte erhalten wurden. 
Zum Teil riihrte das daher, da der Haimolysegrad der fiir die Seren- 
gewinnung verwandten Blute unterschiedlich war, zum Teil lag es aber 
auch daran, daB manche Komponenten, z. B. das ,,Small Acid Protein ™“ 
nicht einfach zu koagulieren war. 


10 R, K. Zahn, W. Stamm u. H. M. Rauen, Angew. Chem. 68, 280 [1951]. 
11K. Schmid, J. Amer. chem. Soc. 72, 2816 [1950]; 75, 60 [1953]. 
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Nach Zusatz von Natriumcarbonat-Natriumhydrogencarbonat- 
Gemisch zu den entsprechenden Fraktionen wurde das Ammoniak aus- 
getrieben. Zinkacetat fallte darauf in der Hitze sicher alles Protein bei 
alkalischem pu. 

Nachdem es gelungen war, innerhalb von etwa 100 Fraktionen, wo- 
bei die Ammoniumsulfat-Konzentration linear von 50% bei Frakt. Nr. 1 
auf 0% bei Frakt. Nr. 90 herabgesunken war, stets wieder die gleichen 
Stoffbanden zu erhalten, erschien es uns des Versuches wert, die mit 
den Banden austretenden K6rper zu identifizieren. Waren die Stoffe rein 
genug, so mu8ten qualitative Proben ausreichen, um die Identitit der 
wesentlichen von ihnen festzulegen. Fiir diese Untersuchung wurden die 
Fraktionen zu Stoffbanden vereinigt und gegen bidest. Wasser dialysiert. 

Die Lipoid-Abschatzung erfolgte im wesentlichen nach Lever??: 
a) 1 Vol. Proteinlésung wird in 20 Vol. Athanol-Ather (3:1) gegeben, 
kurz gekocht und abgekiihlt; b) die Suspension wird filtriert; c) das 
Filtrat wird abgedampft. Die Bestimmung des Gesamt-Cholesterins und 
des Lipoid-Phosphors wurde nach Liebermann-Burchard, Modi- 
fikation Outhouse und Forbes!’, vorgenommen. 

Die Kohlenhydratabschitzung erfolgte nach Friedmann". Das 
zu untersuchende Protein wurde als Suspension oder Lésung mit 3 Vol. 
1,5-proz. Resorcin-Lésung in etwa 50-proz. Schwefelsiure gemischt. 
Nach Hinzufiigen von weiteren 10 Vol. 50-proz. Schwefelsiure wurde 
etwa 10min im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung im 
Dunkeln konnte die Farbe abgeschitzt werden. 

Man kennt im wesentlichen 3 Proteine im Plasma, die sich in hervor- 
ragender Weise durch ihr spezifisches Verhalten gegeniiber bestimmten 
Ionen auszeichnen. Liegen diese Proteine in ausreichendem Reinheits- 
grad vor, so miissen diese spezifischen Effekte klar genug hervortreten, 
um die K6rper zu identifizieren. 

Fiir die Suche nach dem 6,MCP?>* (8, Metal Combining Pseudo- 
globulin, Siderophilin, Transferrin) wurden die Stoffbanden bei px 4,5 
gegen eine 5/100-m. Titriplexlésung dialysiert, welche des 6fteren erneuert 
wurde; hierdurch wurde erreicht, daB komplex gebundenes Metall vom 
Protein abgespalten wurde. Die Lésung wurde jetzt mit Carbonat- 
Puffer auf pu 8,0—8,5 eingestellt, um maximales Bindungsvermégen 
nicht nur fiir Fe®®, sondern auch fiir Cu2® zu erreichen. 


Wurde nun 1,25 y Fe/mg Protein gegeben, so erhéhte sich fiir die 
l-proz. Lésung die Extinktion bei 490 my" von 0 auf etwa 0,4, wiihrend 
bei anderen Proteinen dies nicht der Fall ist. Es wurde gefunden, daB 
Stoffbande Nr. 8 bei weitem die stirkste Erhéhung der Extinktion 


2 W. F. Lever et al., J. Clin. Invest. 80, 99 [1951]. 

13 E. L. Outhouse u. I. C. Forbes, J. Lab. clin. Med. 25, 1157 [1940]. 

4 R, Friedmann, Biochem. J. 44, 117 [1949]. 

15 A, L. Schade, Science [New York] 100, 14 [1944]; 104, 340 [1946]; 
D. M. Surgenor, B. A. Koechlin u. D. E. Strong, J. clin. Invest. 28, 73 [1949]; 
G. E. Cartwright u. M. M. Wintrobe, J. clin. Invest. 28, 66 [1949]. 
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erfuhr. Das gleiche lieB sich mit Cu?“ durchfiihren. Hierbei solliten 
1,4 y Cu?® auf 1 mg Protein kommen. Die Extinktion konnte bei 435 my 
abgelesen werden. In diesem letzteren Falle ist die von uns beobachtete 
Tatsache interessant, daB die Stoffbande Nr. 11 eine relativ starke Ex. 
tinktionserh6hung auf Zusatz von Cu?© zeigte. Méglicherweise handelte 
es sich hier um das Coeruloplasmin, falls nicht eisenfreies 8, MCP, dessen 
Léslichkeitseigenschaften stark von der Sattigung mit Eisen abhangen, 
in dieser Stoffbande austrat. Dagegen spricht allerdings die schwache 
Reaktion mit Eisen. 

Zu den Stoffbanden 4, 5, 6 wurde je 1 y Quecksilber(II)-chiorid 
pro mg Protein zugegeben und das Ganze bei etwa 0° 24 h stehengelas. 
sen. Bei langsamem Alkoholzusatz fie] zuerst in der Stoffbande 4 eine 
Triibung aus, die Strémungsdoppelbrechung zeigte. Bei weiter anstei- 
gender Alkoholkonzentration und sinkender Temperatur zeigte die 
Stoffbande 5 und schlieBlich auch 6 eine Triibung, die in Fallung iiber. 
ging. Aus diesem Verhalten wird geschlossen, daB Stoffbande 4 dem 
Mercaptalbumin 8*1° entspricht. 

Im Verlaufe der Trennung traten mehrere Komponenten auf, die 
als Produkte der Hiimolyse hatten erscheinen kénnen. Wir entschlossen 
uns hier zum direkten Nachweis. Die Stoffbanden 2, 3 und 717 wurden 
in Salzsiure-Aceton gegossen. Dabei dissoziierte der Farbstoff ab. Die 
Proteinkomponente setzte sich als rein weiber Niederschlag ab, der mit 
wasserfreiem Aceton entwassert und getrocknet wurde. Das Globin- 
Salzsiure-Pulver war wasserlislich (px 4,0), beim Neutralisieren fiel es 
bei pu 6,2—6,4 aus und léste sich von pu 7,9 ab wieder. Bei 20-stdg. 
Erwarmen auf 37° bei pu 8,5 wurde es schlieBlich bei px 7 léslich und 
rekombinierte mit Hamatin zum fast typischen Spektrum?*. 

Nur die Stoffbanden 2 und 7 verhielten sich so. Dabei schien die 
Bande Nr.7 reines Himoglobin zu sein, waihrend Nr. 2 offenbar mit 
einem anderen Stoff vergesellschaftet war. Eine weitere Spezifitat 
existiert bei den sog. ,,%.-Proteinen“ gegeniiber Ba?®1®, Wir haben des- 
halb dieStoffbanden mit 0,02-m. waBr. Bariumacetat und 0,02-m.Barium- 
acetat in 80-proz. Alkohol so lange versetzt, bis Fallungen auftraten. 
Die Reihenfolge in der Starke der Fillung war Stoffbande Nr. 11, 12, 10. 


Diskussion 

An Hand der Fraktionierung von Serumproteinen zeigt die Methode 
ihre Leistungsfaihigkeit. Die Ergebnisse sind deshalb noch nicht be- 
friedigend, weil an den meisten Minima der Kurve der Wert 0 nicht er- 
reicht wird. Ob dies in einem Trennungsgang unter monotoner Variation 
nur eines Parameters je erreicht werden kann, erscheint fraglich, da die 
einzelnen Komponenten in starke Wechselwirkung miteinander treten 

16 R. Straessle, J. Amer. chem. Soc. 78, 504 [1951]. 

17 M. M. Strumia u. F. W. Chornock, Amer. Pat. Nr. 2460550 [1949]; 


Chem. Zbl. 1950 I, 93. 
18 A, Herzog, Biochem. Z. 264, 412 [1953]. 
19 EK. J. Cohn et al., J. Amer. chem. Soc. 72, 466 [1950]. 
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und so z.B. das Austreten eines Proteins die Léslichkeitseigenschaften 
der andern andert. 

Im Hinblick auf die Trennkraft der Fraktionierung bei niederer 
Ionenstiirke scheinen hier die Ergebnisse fast mit denen von Cohn’ 
vergleichbar. Es ist dabei zu bedenken, da8 die Stabilitat der Proteine 
im Neutralsalz héher ist als in Lésung niederer Dielektrizitaitskonstante 
und Ionenstarke. 

Interessant ist der Vergleich der von uns erhaltenen Kurve mit der 
von Y. Derrien etal.?° mittels der fraktionierten Extraktion er- 
haltenen. Es ergibt sich der gleiche Grundtyp der Kurven. Die von uns 
aufgestellte Kurve zeigt jedoch weniger Gipfel. Dies riihrt daher, daB wir 
die Mittelwerte aus zehn Seren zugrunde legten und die Abweichungen der 
MeBwerte eines Kurvenpunktes als Streuung eingetragen haben. Die vor- 
erwihnten Autoren jedoch stellen fest, daB Schwankungen der Kurven 
gegeneinander durch Abweichungen in der Proteinzusammensetzung 
zustande kommen. Sie finden sogar, daB bei ein und demselben Indi- 
viduum das Kurvenbild zu verschiedenen Zeiten verschieden sein kann. 

Wir halten dies fiir durchaus méglich, obgleich wir noch nicht 
wagen, unsere Ergebnisse so scharf zu interpretieren. Die Tatsache der 
verschiedenen Interpretation fiihrt dazu, daB in den Bereichen, in welchen 
die oben erwahnten Autoren viele dicht gelagerte Stoffbanden auf- 
zeigen, in unserer Kurve eine vergréBerte Streuung sichtbar ist. Durch 
Nachuntersuchung mit serienmaBigen Parallelexperimenten lieBe sich 
die Frage kliren. Interessant ist die Dreigipfligkeit der Albuminbande, 
der wir zunachst keine Signifikanz beimaBen, bis Peters den gleichen 
Befund mit einer vollig anderen Methode erhob*!. Er erhielt bei der 
Elektrophorese einer vorgereinigten Albuminfraktion drei annaihernd 
gleichhohe Zacken. An sich ist bei den Albuminen ein solches Verhalten 
zu erwarten. Das Mercapt-Albumin war vorher bereits von Hughes® 
kristallisiert erhalten worden. Die Nicht-Mercapt-Albumine sind nicht 
einheitlich®. Nach allem kénnte also die von uns beobachtete Drei- 
gipfligkeit der Albuminbande sehr wohl eine reale Grundlage haben, 
wobei allerdings beachtet werden muB, daB die anderen Autoren Albu- 
mine anderen Ursprunges verwendet haben. 

Wir haben versucht, mit einfachen Mitteln qualitativ eine Zu- 
ordnung der Stoffbanden zu physikalisch-chemisch definierten Proteinen 
des Serums vorzunehmen, was uns in einigen Fallen gegliickt zu sein 
scheint. Diese Méglichkeit erachten wir als wesentlich, da sie dem Nach- 
untersucher Material auch praparativer Art an Hand gibt. Der ganze 
Komplex der unter pathologischen Bedingungen gebildeten Proteine er- 
scheint uns damit angehbar. 


20 Y. Derrien, Biochim. biophysica Acta 8, 631 [1952]; Y. Derrien, E. P. 
Steyn-Parvé, M. Cotte u. G. Laurent, ebenda 9, 49 [1952]; P. Steyn-Parvé 
u.J. van den Haut, ebenda 10, 320 [1953]. 

"1 D. Peters, Tagung der Gesellschaft f. Physiologische Chemie (Demonstra- 
tionen zur Diskussion) 25.—27. 9. 52, Hamburg. 
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Zusammenfassung 


Fiir die kontinuierliche Extraktion wird eine neue Anordnung be. 

schrieben, die es gestattet, 

1. die Anderungscharakteristik der Extraktionsmittel-Eigenschaften 
in beliebiger Weise zu gestalten, 

2. konstante Volumina pro Zeiteinheit durch das zu extrahierende 
Stoffgemisch zu pressen, 

3. eine bei erhdhten Extraktionsgeschwindigkeiten erforderliche 
Rihrung des Siulenmaterials zu erreichen und damit eine Hohl. 
raumbildung zu vermeiden. 

In der beschriebenen Anordnung wurde menschliches Blutserum 

getrennt. Die Reinheit der erhaltenen Stoffbanden war so groB, dag 
sieben Proteine charakterisiert werden konnten. 


Summary 


A new apparatus for continuous extraction is described which 
permits the achievement of any desired mode of parameter change of 
the properties of the extraction medium. It is further possible to- press 
constant volumes per unit of time through the mixture of substances to 
be extracted. By means of the apparatus the necessary stirring of the 
material of the column is achieved with increased rates of extraction 
so that the formation of voids is prevented. 

Human blood serum has been separated by means aot the apparatus 
described, the bands of substances obtained being so pure that it was 
possible to characterize seven proteins. 
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Die Wechselwirkung von Ribonuclease mit Nucleinséure 
und anderen anionischen Verbindungen 


Von 
N. Grubhofer 
Aus dem Institut fiir Virusforschung, Heidelberg (Leiter: Dir. Dr. G. A. Kausche) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1955) 


Lésungen des Fermentes Ribonuclease geben mit Ribonucleinsiure 
in saurem Milieu Niederschlage. Dieses Verhalten zeigen sehr viele Pro- 
teine. Da es sich im vorliegenden Fall um ein Ferment-Substrat-System 
handelt, untersuchten wir die Fallungserscheinungen etwas naher, um 
festzustellen, ob sich irgendwelche Besonderheiten zeigen, welche einen 
Hinweis auf den Wirkungsmechanismus des Fermentes geben kénnten. 
Zum Vergleich kamen auch Desoxyribonuclease und Rinderserum- 
albumin zur Untersuchung. Andererseits wurden die Proteine mit 
Desoxyribonucleinsiure, Dodecylsulfat, Heparin und Germanin zu- 


| sammengebracht und die dabei auftretenden Fiallungserscheinungen 


untersucht. 
Material und Methoden 


Krist. Ribonuclease wurde aus Pankreasriickstanden der Insulinfabrikation 
nach einem vereinfachten Verfahren hergestellt, iiber das in der folgenden Mit- 
teilung! berichtet werden soll. Vergleichspraparate, aus frischem Rinderpankreas 


_ nach McDonald? hergestellt, sowie kaufliche Praparate (Worthington Bio- 


chemicals Inc., General Biochemicals Inc., Armour Laboratories) ver- 
hielten sich dem nach unserer Methode dargestellten in jeder Hinsicht gleichwertig. 

Desoxyribonuclease war ein Erzeugnis der Firma GEA, Kopenhagen, krist. 
Serumalbumin stammte von der Fa. Pentex, Kankakee. Hochmolekulare Ribo- 
nucleinsaure wurde nach Kay und Dounce® aus Leber mittels Dodecylsulfats 
hergestellt. AuBerdem benutzten wir hochmolekulare Hefenucleinsiure der Zel]- 
stoff-Fabrik Mannheim-Waldhof, welche wir in Wasser und Ammoniak 
unter sorgfaltiger Vermeidung eines py > 6 zu einer 10-proz. Lésung ansetzten. 
Dazu wurde 1/,) Vol. Aceton-Kisessig 1:1 gesetzt, iiber Kieselgur abfiltriert, das 
Filtrat mit einem gleichen Volum Aceton-Eisessig 1:1 vollstandig ausgefallt, der 
Niederschlag griindlich mit Aceton gewaschen. Dieses Praparat liste sich klar in 
Wasser und verhielt sich so wie das aus Leber hergestellte. 

Desoxyribonucleinsaure erhielten wir nach Kay, Simmons und Dounce* 
aus Kalberthymus. Heparin war ein Praparat der Fa. Hoffmann La Roche. 
Dodecylsulfat wurde durch Umkristallisieren von Texapon K 12 (Dehydag) mit 
Alkohol aus der Extraktionshiilse gereinigt. 


1 N. Grubhofer, diese Z. 802, 225 [1955]. 

2 Margret R. McDonald, J. gen. Physiol 32, 39 [1948]. 

3 E.R. M. Kay u. A. L. Dounce, J. Amer. chem. Soc. 75, 4041 [1953]. 

4. R. M. Kay, N.S.Simmons u. A. L. Dounce, J. Amer. chem. Soc. 
4, 1724 [1952]. 
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Die Triibungsmessungen erfolgten im ELKO II von ZeiB, und zwar im 
durchfallenden Licht mit Filter 720 my. Die Triibungen sind zeitlich nicht kon. 
stant, sie steigen erst an und verringern sich dann langsam wieder unter Bildung 
grobflockiger Niederschlage. Wir haben die Messungen bei 20—25° genau 5 Min, 
nach Zusammengeben der Komponenten ausgefiihrt. Der Ansatz gestaltete sich 
so, daB 2,5 ml. einer 0,04-proz. Proteinlésung vom py 4 mit Acetatpuffer vom 
pu 4 verdiinnt wurden, so daB das Gesamtvolumen nach Zusatz der anionischen 
Komponente 5 ml betrug. Samtliche Lésungen waren 0,01-m. an Natrium-[onen 
und wurden durch entsprechenden Essigsiurezusatz auf den gewiinschten py 
eingestellt. 

Die Ribonucleaseaktivitaéten wurden nach der alten Methode von Kunitz’ 
ermittelt. Die Phosphorbestimmungen erfolgten nach Rockstein und Herron’, 
die Veraschung nach King’. 


Ergebnisse 


Das Ausma8 der Bildung unléslicher Verbindungen in Abhangigkeit vom 
Mengenverhialtnis der Komponenten wurde durch Triibungsmessungen verfolgt, 
wobei meistens die Proteinmengen konstant gehalten und die Konzentration der 
anionischen Komponente variiert wurde. Die Ergebnisse sind in den Abb. 1-6 
wiedergegeben. : 
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Abb. 1. Triibungsreaktionen von Germanin und Heparin mit Ribonuclease bei pu. 
Ordinate: % Triibung, Abszisse: Mol.-Verhaltnis Germanin(Heparin)-8/Ribonv. 
clease. a) Heparin, b) Germanin. 
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Abb. 2. Triibungsreaktionen von Heparin mit Serumalbumin und Desoxyribonv- 
clease bei py 4. Ordinate: °, Triibung, Abszisse: Mol.-Verh. Heparin-S/Protein. 
a) Desoxyribonuclease, b) Serumalbumin. 


Im Gegensatz zu Dodecylsulfat (Abb. 3) bewirken neutrale Netzmittel kein 
Triibungen. Werden jedoch zu den mit Dodecylsulfat entstandenen Triibungen 
am Beginn oder Ende des Maximums gewisse neutrale Netzmittel (Tween 8, 
BRIJ 35) zugesetzt, so verschwindet die Triibung (Abb. 6). Bei anderen neutralet 
Netzmitteln wie Polyaéthylenoxyd oder Polyvinylalkohol zeigt sich dieser Effekt 
nicht. Die ersteren Netzmittel sind dadurch gekennzeichnet, daB sie ausgedehnte 


5 M. Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 15 [1940]. 
®§ M. Rockstein u. P. W. Herron, Analytic. Chem. 28, 1500 [1951]. 
7 E. J. King, Biochem. J. 26, 292 [1932]. 
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ir im lipophile und hydrophile Bereiche in der Molekel aufweisen, wogegen bei den letz- 
kon- teren diese Bereiche klein sind und dafiir alternierend vorkommen. Cetyltrimethy]- 


— ammoniumbromid léscht ebenfalls die durch Dodecylsulfat hervorgerufenen 
» Min, 
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Abb. 3. Triibungsreaktionen von Natriumdodecylsulfat mit 3 Proteinen bei pu 4. 
Ordinate: % Triibung, Abszisse: Mol.-Verhaltnis Dodecylsulfat/Protein. 


a) Ribonuclease, b) Desoxyribonuclease, c) Serumalbumin. 
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Abb, 4. Triibungsreaktionen von Ribonucleinsiéure mit Proteinen bei px 4. 
Ordinate: % Triibung, Abszisse: Mol.-Verhaltnis Ribonucleinséure-P/Protein. 
a) Ribonuclease, b) Desoxyribonuclease, c) Serumalbumin. 
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Abb. 5. Triibungsreaktionen von Desoxyribonucleinsiure mit Proteinen 
bei px 4. Ordinate: % Triibung, Abszisse: Mol.-Verhiltnis Desoxyribonuclein- 
sdure-P/Protein. 
a) Ribonuclease, b) Desoxyribonuclease, c) Serumalbumin. 


Tribungen (Abb. 6). Es bewirkt bei py 7 auch fiir sich allein eine Triibung mit 
Ribonuclease, doch ist dieselbe auBerst schwach. 

Die Triibungsreaktion Ribonucleinséure-Ribonuclease wurde noch in einem 
System untersucht, bei welchem die prozentualen Gewichtsanteile der Kompo- 
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Abb. 6. Aufhebung der Triibung Ribonuclease/Dodecylsulfat durch Netzmittel, 
Ordinate: °% Triibung, Abszisse: Mol.-Verhaltnis Netzmittel/Ribonuclease. 
o—o—o Dodecylsulfat allein; T—T—T: nach Zusatz von Tween 80; 
c—c—c: nach Zusatz von Cetyl-trimethylammoniumbromid. 
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Triibungsreaktionen bei wechselnden Mengenverhiltnissen Ribonuclein- 
saure/Ribonuclease. 
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Abb. 8. Hemmung der Ribonuclease durch verschiedene anionische Verbindunget 


bei po 5. Ordinate: % Hemmung, Abszisse: Saureéquivalente/Mol Ribonuclease. 
a) Desoxyribonucleinsaéure, b) Heparin, c) Germanin, d) Dodecylsulfat. 
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nenten bei konstanter Gesamtmenge variiert wurden (Abb. 7). Es ergab sich ein 
Triibungsmaximum bei einem Verhaltnis Ribonucleinsaure : Ribonuclease 67,5: 32,5, 
entspr. 75 Atomen Phosphor pro Mol. Ribonuclease, in Ubereinstimmung mit der 
Kurve in Abb. 4. Die Zusammensetzung des Niederschlages, welcher bei héheren 
Konzentrationen auftritt, wurde analysiert. Dazu wurde er dreimal im Zentrifugen- 
rébrchen mit Essigsiure von py 4 gewaschen und dann mit Aceton entwassert. 
Der Phosphorgehalt war vom urspriinglichen Mengenverhiltnis der Komponenten 
unabhangig. Er betrug 2,82% Phosphor, entspr. einem Verhaltnis von 20 Atomen 
Phosphor pro Mol Ribonuclease. Andererseits verschwand aus der Mutterlauge 
die der Relation 75 Atome P/Mol. Ribonuclease entsprechende Menge Phosphor, 
so daB also ein Teil des urspriinglich im Niederschlag vorhandenen Phosphors 
bei der Behandlung mit Essigsiure bis zu einer konstanten Restmenge ausge- 
waschen werden sein muBte. Es ist zu konstatieren, daB der Niederschlag mit 
einem konstanten Phosphorgehalt ausfallt und beim Waschen auf einen ebenfalls 
konstanten, reproduzierbaren, niedrigeren Gehalt ausgewaschen wird, wobei in der 
Waschfliissigkeit kein Protein, sondern nur Nucleinséureanteile nachzuweisen sind. 

Die Hemmwirkung der anionischen Verbindungen gegen Ribonuclease wurde 
untersucht. Neben der bekannten Wirkung des Heparins® zeigten auch die anderen 
Verbindungen eine z. T. noch starkere Inhibierung, welche durch Abdialysieren 
wieder riickgangig gemacht werden konnte (Abb. 8). 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Abbildungen 1—5 weisen auf vier verschiedene Kurventypen, 
welche hauptsaichlich von der Natur der anionischen Komponente ab- 
hingen. Anhaltspunkte fiir spezifische Ferment-Substrat-Wechsel- 
wirkungen sind weder beim System Ribonuclease-Ribonucleinsiure, 
noch beim System Desoxyribonuclease-Desoxyribonucleinsaure zu sehen. 


Kurventyp 1 (Abb. 1 und 2) ist durch ein scharfes Maximum 
der Triibung beim Aquivalenzpunkt gekennzeichnet, d.h. dann, wenn 
die Zahl der zugesetzten Saéureiquivalente gleich der Zahl der basischen 
Gruppen im Protein ist. Bei Ribonuclease® ist diese Zahl 19, bei Serum- 
albumin?® 100, bei Desoxyribonuclease ist sie noch nicht bekannt, fiir 
ein Molekulargewicht von 60000 ergibe sich 65. Solche scharfen Maxima 
erhilt man mit Heparin und Germanin. Toluolsulfonsiure, Adenylsiure 
und mit Ribonuclease abgebaute Ribonucleinsiure geben keine Nieder- 
schlige. Fiir das Zustandekommen der Kurven ist offenbar ein starkes 
mehrwertiges Anion erforderlich. Aus sterischen Griinden ist nicht an- 
zunehmen, dali sich am Aquivalenzpunkt alle positiven und negativen 
Ladungen neutralisieren (Abb.9a), sondern da auch an dem nach aufen 
neutralen Komplex eine betrachtliche Zahl freier Ladungen verbleibt. 
Die Verminderung der Léslichkeit diirfte vor allem darauf zuriickzu- 
fihren sein, dal} hochmolekulare Komplexe entstehen, welche aus vielen 
Molekeln der einzelnen Komponenten bestehen. Bei weiterem Zusatz der 
anionischen Komponente steigt die negative Gesamtladung weiter an, so 
da8 schliei.lich Lésung erfolgt (Abb. 9b). 


* N. Zéllner u. J. Fellig, Naturwissenschaften 89, 523 [1952]. 

niece) C. H. W. Hirs, W. H. Stein u. St. Moore, J. biol. Chemistry 211, 941 
]. 
0 St. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 178, 53 [1949]. 
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Kurventyp 2 findet man mit Dodecylsulfat (Abb. 3). Man heob. 
achtet steilen Anstieg bis zum Aquiv alenzpunkt, dann fast horizontalen 
Verlauf bis etwa zum doppelten Aquivalenzpunkt, sodann wieder raschen 
Abfall. Ahnliche Kurven hat Putnam" beschrieben, welcher die Nieder. 
schlagsmengen gravimetrisch bestimmt hat. Als einwertiges Anion sit. 
tigt Dodecylsulfat am Aquivalenzpunkt alle positiven Stellen des Pro. 
teins ab und erteilt dem Komplex zusiitzlich einen stark lipophilen Cha. 
rakter (Abb. 9c), so daB die Triibung besonders stark wird. Weiterer 
Zusatz von Dodecylsulfat fiihrt zu paralleler oder antiparalleler Asso. 
ziation der Paraffinketten. Zunahme des negativen Ladungszustandes 
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Abb. 9a—f. Zustandekommen der Triibungsreaktionen. 
Proteinoberflache mit positiven Ladungen und anionischen Komponenten. 


und der Hydrophobie halten sich in ihrer Auswirkung auf die Léslich- 
keit etwa das Gleichgewicht (Abb. 9d). SchlieBlich entstehen Gebilde. 
welche den vieldiskutierten Dodecylsulfat-Micellen entsprechen, bei 
denen die aggregierten Paraffinketten durch die gehaiuften negativen 
Ladungen vollig abgeschirmt sind und Lésung eintritt (Abb. 9e). 

Im Einklang mit dieser Vorstellung steht die Tatsache, daf neu- 
trale Netzmittel, sofern sie eine Paraffinkette und einen ausgedehnten 
hydrophilen Teil besitzen, wie Tween 80 (Polyoxyithylen-Sorbit- 
Monolaurat), bei Zusatz zur getriibten Lésung sofort Aufhellung be- 
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wirken (Abb. 6), offenbar dadurch, dafi der Polyoxyiathylen-Sorbit-Teil f 
wesentlich starker solubilisierend wirkt als die Sulfat-Gruppe (Abb. 9f). / 


Invertseifen wie Cetyl-trimethylammoniumbromid wirken ahnlich. Ist die 
Gelegenheit zur Assoziation mit der Paraffinkette des Dodecylsulfates 
nicht gegeben, wie bei Polyithylenoxyd, so tritt keine Wechselwirkung 
mit dem Komplex ein und die Solubilisierung bleibt aus. 


1 F,W. Putnam, Advances Protein Chem. 4, 87, (Academic Press Inc, 
New York 1948). 
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Kurventyp 3 wird mit Ribonucleinsiure erhalten (Abb. 4). Er 
ist gekennzeichnet durch langsamen Anstieg der Triibung, deren Maxi- 
mum erst lange nach dem Aquivalenzpunkt erreicht wird. Es wird keine 
oder nur eine sehr geringe Aufhellung bei weiterer Zugabe von Ribo- 
nucleinsiure beobachtet. 

Mit Ribonuclease tritt das Maximum bei einem ungefihren Ver- 
haltnis von 75 Atomen Phosphor pro Mol. Protein ein. Deutlicher kommt 
diese Relation heraus, wenn die Mengen beider Komponenten variiert 
werden (Abb. 7). Da der gewaschene Niederschlag die Zusammensetzung 
von 20 Atomen Phosphor pro Mol. Ribonuclease besitzt, was im Einklang 
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mit den 19 im Ferment enthaltenen basischen Gruppen steht, diirfte die 
naheliegendste Deutung sein, daB die verwendete Ribonucleinsiure unein- 
heitlich ist und nur etwa 25% des Priparates unter Triibung nach 
Kurventyp 1 reagiert, wihrend der Rest nur lose an den Niederschlag 
adsorbiert wird. Letzteres muB der Fall sein, weil die Phosphorbestim- 
mung des Uberstandes vom Niederschlag anzeigt, daB dieser zunichst 
tatsichlich die Zusammensetzung 75 Atome Phosphor pro Mol. Ribo- 
nuclease besitzt. Ein Beweis fiir diese Deutung li8t sich dadurch er- 
bringen, daB Ribonucleinsiure, welche durch Fallung mit Protein ge- 
reinigt wurde, ein friiheres Maximum gibt. Das ist tatsichlich der Fall; 
liber diese Versuche méchten wir in einer spiteren Arbeit berichten. 

Kurventyp 4, welchen man bei Versuchen mit Desoxyribonuclein- 
siure erhalt, zeigt zwei deutliche Maxima (Abb. 5). Man wird nicht fehl- 
gehen, wenn man auch von dieser Erscheinung auf Polydispersitat der 
Nucleinsiiure schlie8t. Noch wahrscheinlicher wird dies dadurch, daB 
kurzdauernde Hydrolyse der Desoxyribonucleinsiure zu Verinderungen 
des Kurvenbildes in Richtung auf Typ 3 fiihrt (Abb. 10). 

Weiterhin durchgefiihrte Hemmungsversuche zeigen (Abb. 8), daB 
alle in Betracht gezogenen anionischen Verbindungen auch inhibierend 
auf die Aktivitat von Ribonuclease wirken, besonders stark das Natrium- 
dodecylsulfat, was nach der vorangegangenen Diskussion auch plausibel 
erscheint, wenn man die Hemmung als kompetitive Besetzung basischer 
Zentren des Fermentes auffaBt. Die Aktivitatsbestimmungen wurden bei 
pud, dem von Kunitz> angegebenen Reaktionsmilieu, ausgefiihrt, 
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doch ist die Hemmung in gleicher Weise bei py 7 nachzuweisen, wo die 
Wechselwirkungen sich noch nicht als Triibung manifestieren. Diese 
wird bei den von uns gewihlten Konzentrationen erst bei einem py 
tiber 6 meBbar. 


Die Arbeit wurde durch Sachbeihilfen der Deutschen Forschungsgemein. t 
schaft unterstiitzt. Herrn Dir. Dr. G. A. Kausche danke ich fiir sein Interegge, 
Herrn Dr. Fritz Lindner von den Farbwerken Hoechst fiir die regelmaBige 
Zusendung von Pankreasriickstanden, Fraulein Sabine Richterund Herrn Ludwig 
Budjahn sei fiir ihre geschickte Hilfe gedankt. 





Zusammenfassung 

Auf Grund der Messung der Triibungsreaktionen zwischen Ribo. 
nuclease, Desoxyribonuclease und Serumalbumin einerseits, Ribonuclein- [ _,, 
siure und Desoxyribonucleinsiure andererseits, fanden wir, da8 sich die 
Fermente bei dem unterhalb des Aktivititsoptimums gelegenen p, [ ’ 
von 4 ihren Substraten gegeniiber durchaus wie normale Proteine ver. fi 
halten. la 

Die Triibungsreaktionen von Ribonucleinsiure und Desoxyribo. kt 
nucleinsaure mit Proteinen fiihren zu dem Schlub, daB die nach den besten fe 
zur Zeit bekannten Methoden hergestellten Nucleinsaéure-Praparate noch P. 
stark polydispers sind. Gleichzeitig gibt die Triibungsmessung ein Mittel 
zum Nachweis dieser Uneinheitlichkeit in die Hand und er@ffnet eine M 
MOglichkeit zur praiparativen Darstellung einheitlicherer Praparate. if 

Das Verhalten von Dodecylsulfat, Germanin und Heparin gegen- | de 
iiber Proteinen konnte mit Hilfe der Triibungsmessungen naher verfolgt gq, 


und gedeutet werden. Dodecylsulfat, Desoxyribonucleinsiure, Germanin \ we 
und Heparin hemmen die Ribonucleasewirkung. Diese Eigenschaft ist 
also nicht ein Reservat des Heparins. 


Summary 


The turbidity reactions between ribonuclease, desoxyribonuclease | 
and serum albumin, and ribonucleic and desoxyribonucleic acid were | 
investigated. It was found that at pu 4, i. e. below the optimum py, 
the enzymes showed completely nonspecific protein behaviour towards 
their substrates. 

The turbidity reactions of ribonucleic and desoxyribonucleic acid F 
with proteins appear to indicate that the nucleic acid preparations | 
obtained by the best methods known at present are still strongly poly- | 
disperse. The turbidity measurements provide at the same time a} 
means for detection of such non-uniformity and render possible more | 
uniform preparations. : 

The behaviour of dodecy] sulphate, Germanin (Suramin) and heparin 
towards proteins was studied in some detail with the aid of turbidity 
reactions and the results interpreted. Dodecy] sulphate, desox yribonucleie 
acid, Germanin, and heparin inhibit the activity of ribonuclease. This 
property is therefore not restricted to heparin. 
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Uber die Darstellung von Ribonuclease aus Rinderpankreas 
Von 
N. Grubhofer 
Aus dem Institut fiir Virusforschung, Heidelberg (Leiter: Direktor Dr. G. A. Kausche) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1955) 


Ribonuclease gehért heute zu den leichter zuginglichen Fermenten 
und ist auch im Handel erhiiltlich. Bei der Selbstherstellung etwas 
gréferer Mengen hatten wir Schwierigkeiten, den als Ausgangsmaterial 
erforderlichen Rinderpankreas zu erhalten, welcher fast ausschlieBlich 
fir die Insulinfabrikation reserviert ist. Wir haben nun festgestellt, daB 
der zur Insulinbereitung mit alkoholischer Salzsiure extrahierte Pan- 
kreas keine EinbuBe an Ribonuclease-Aktivitit erlitten hat. Dieses Aus- 
gangsmaterial stand uns dank des groBziigigen Entgegenkommens der 
Farbwerke Hoechst in reichlicher Menge zur Verfiigung. 

Im Prinzip kann dieses Praiparat ebenfalls nach der bekannten 
Methode von Kunitz! aufgearbeitet werden, welche zunichst eine 
Extraktion mit 0,25-proz. Schwefelsiure und Fallung des Fermentes 
durch 80-proz. Sattigung mit Ammoniumsulfat vorsieht. Der Extrakt 
des hier vorliegenden Materials liBt sich viel leichter abfiltrieren als bei 
nativem Pankreas. Der Alkoholgehalt des Extraktes setzt jedoch die 
Lislichkeit des Ammoniumsulfats so weit herab, daB die zur Ausfallung 
erforderliche Konzentration nicht erreichbar ist. Das Organpraparat 
muB daher erst einige Tage auf Filtrierpapier ausgebreitet werden. Da 
wir nicht nur diesen Arbeitsgang, sondern auch die Verwendung der 
grofen Ammoniumsulfatmengen (21 kg auf einen Ansatz von 40 l) als 
unbefriedigend empfanden, haben wir einen anderen Weg eingeschlagen, 
indem wir Ribonucleinsiure als Fallungsmittel benutzten, von welchem 
fiir denselben Ansatz nur 100g nétig waren. Der Alkoholgehalt des 
Extraktes stérte nicht, wohl aber ein héherer Salzgehalt, so daB wir 
die Extraktion des Organmaterials mit Wasser statt mit Siaure vor- 
nahmen, um die Neutralisation und damit die Bildung von Sulfaten 
zu umgehen. 

Im wisserigen Pankreasextrakt macht die Ribonuclease bereits 
durchschnittlich die Halfte des Gesamtproteins aus. Die prateolytische 
Aktivitiit ist aber noch betrichtlich, so daB auf den von Margret 
McDonald? eingefiihrten Arbeitsgang der Hitze-Inaktivierung nicht 
verzichtet werden kann. Wir folgten der McDonaldschen Vorschrift 
mit unserem rohen, von der Ribonucleinsiure befreiten Ferment- 


1M. Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 15 [1940]. 
* Margret R. McDonald, J. gen. Physiol. 32, 39 [1948]. 
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priparat, wobei man unschwer zu kristallisierten Praparaten ko:nmt, 
wenn man, wie von der Autorin angegeben, immer in hohen Ferment. 
konzentrationen arbeitet und von mindestens 20g Rohpriaparat aus. 
geht. Es ist zu beachten, daB die Gewichtsangaben sich dabei auf die 
festen, briichig-trockenen Filterkuchen beziehen. 


Arbeitsvorschrift 


10 kg alkoholfeuchter Rinderpankreas werden in einem Holzbottich mit 30] 
Wasser angesetzt und unter gelegentlichem Umriihren extrahiert. Der Ansatz 
wurde dann durch ein Polyvinylchlorid-Filtertuch Ul 370/550 (Steinhaus GmbH. 
Duisburg) geseiht. Der Pankreasbrei wird nach Ablauf des ersten Extraktes mit 
15 1 Wasser iibergossen; die Extrakte werden vereinigt. Sie enthielten durch. 
schnittlich 100 alte Kunitz-Einheiten pro m/, entspr. 0,05 mg Ferment pro mi, was 
bei 50 1 2,5 g Ferment entspricht. 

100 g_ hochmolekulare Nucleinsiure (Zellstoff-Fabrik Mannheim. 
Waldhof) werden in 500 m/ Wasser unter Zugabe von 2-n.NH, geldést (pq 7) 
und dém Ansatz zugegeben, welcher ein po um 4 besitzt. Man stellt mit konz. 
Salzsiure auf po 2,5 ein. Nach 1—2 Stdn. setzt sich der Niederschlag klar ab. 
Man dekantiert und zentrifugiert den Niederschlag in einer Durchlaufzentrifuge 
(Padberg-Zentrifuge) ab. 

Das trockene Zentrifugat wird im Starmix mit Wasser homogenisiert, mit 
2-n.NH, auf px 8 gebracht, auf 1/ aufgefiillt, mit konz. Salzsiure auf py 6 ein. 
gestellt, wobei schon ein Teil der Nucleinsaure ausfallt. Man filtriert tiber Kieselgur 
ab und versetzt das Filtrat mit 250 m/ gesattigter Bariumchloridlésung. Man fil- 
triert erneut iiber Kieselgur, versetzt das Filtrat mit 330 g Ammoniumsulfat pro! 
(50-proz. Sattigung), wobei Proteine und iiberschiissiges Barium ausfallen. Es wird 
erneut iiber Kieselgur filtriert und nunmehr auf py 4 eingestellt und mit 200¢ 
Ammoniumsulfat versetzt. Bei dieser nun 80-proz. Sattigung an Ammoniumsulfat 
fallt die Ribonuclease aus. Man saugt sie iiber einer Schicht Kieselgur sorgfaltig ab. 
Der Filterkuchen wiegt 10—-20 g; er wird als ,,Fraktion B‘ nach der Vorschrift von 
MacDonald? weiterbehandelt. 


Herrn Dir. G. A. Kausche danke ich fiir sein férderndes Interesse, den Farb- 
werken Hoechst, insbesondere Herrn Dr. Fr. Lindner, fiir die GroBziigigkeit, 
mir regelmaBig Pankreasriickstiénde zu iibersenden. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die Uberlassung 
von Sachbeihilfen. Herrn Prof. Dr. H. Brockmann (G6ttingen) bin ich fiir die 
Uberlassung einer Padberg-Zentrifuge sehr zu Dank verpflichtet. 

Fri. Sabine Richter und Herrn M. Budian danke ich fiir ihre Mithilfe. 


Zusammenfassung 
Die Darstellung von Ribonuclease aus Rinderpankreas, das zur 
Insulingewinnung vorher mit alkohol. Salzsiure extrahiert worden war, 
wird beschrieben. 
Summary 


The preparation of ribonuclease from beef pancreas, which had 
previously been extracted with alcoholic hydrochloric acid for the pro- 
duction of insulin, is described. 
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Zur Differenzierung der Lipoproteide des Serums 
mittels praparativer Elektrophoresemethoden 
Von 
F. Dietrich 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Marburg (Lahn), Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. August 1955) 


Zur Differenzierung der Serumlipoproteide wurden neben den 
Cohnschen Fallungsmethoden??:? sowie den Untersuchungen mit der 
Ultrazentrifuge* besonders in neuerer Zeit vielfach auch die Methoden 
der Elektrophorese herangezogen. 


Kine einfache elektrophoretische Methode wurde von Swahn® angegeben. 
Hierbei werden die Serumproteine mittels gew6hnlicher Papierelektrophorese auf- 
getrennt und durch Farbung der Filtrierpapierstreifen mit alkoholischer Sudan- 
schwarzlésung die Lipoproteidfraktionen des aufgetrennten Serums sichtbar ge- 
macht. Bei der Nacharbeitung dieser Methode erhielten wir als deutliche Farb- 
banden eine im «,-Globulinbereich und eine im f-Globulinbereich wandernde 
sudanophile Fraktion. Letztere konnte meist nicht von der an der Auftragstelle 
des Serums festhaftenden Neutralfettfraktion abgegrenzt werden. Die Auftrennung 
der Serumfraktionen war ungleichmaBig und umso schlechter, je dicker wir das 
Filtrierpapier und je gréBer wir die eingesetzte Serummenge wahlten. Neben der 
unzureichenden Auftrennung in den verschiedenen Zonen des Papiers machte 
sich die durch die Adsorption an die Papierfaser entstandene Verwaschung und 
Schleppenbildung der FetteiweiBkomplexe besonders stérend bemerkbar. Die er- 
heblichen Nachteile dieser Farbemethoden (wechselnd s‘arke Adsorption der 
Lipide an die Papierfaser, ferner unspezifische sowie nicht honzentrationspropor- 
tionale Anfarbung der Lipidkomponenten) wurden allgemein wenig beachtet*® °. 
Wir haben an anderer Stelle hierzu ausfiihrlich Stellung genommen’. 


1K. J.Cohn, F.R.Gurd, D.Surgenor, B. Barnes, R. Brown u. Mit- 
arbb., J. Amer. chem. Soc. 72, 465 [1950]. 

2 D. P. Barr, E. M. Russ u. H. A. Eder, Amer. J. Med. 11, 480, 468 [1951]; 
19, 4 [1955]. 

3 W. E. Lever, F. Gurd, E. Uroma, R. Brown, B. Barnes, K. Schmid 
u. E. Schultz, J. clin. Invest. 30, 99 [1951]. 

4 K. O. Pedersen, J. physic. Colloid Chem. 51, 156 [1947]; J. W. Gofman, 
F. T. Lindgren u. H. Elliott, J. biol. Chemistry 179, 973 [1949]; J. Gerontol. 6, 
105 [1951]; Circulation (N. Y.) 5, 119 [1952]; L. A. Lewis u. I. H. Page, Circu- 
lation 7, 707 [1953]. 

5 B. Swahn, Scand. J. Clin. Labor. Invest. Suppl. 9, [1953]. 

6 K. Benhamou, P. Amouch u. E. Chemla, Presse med. 61, 1725 [1953]; 
68, 441 [1955]; Ch. Kroetz u. F. W. Fischer, Dtsch. med. Wschr. 79, 653 [1954]; 
H.Malmros u. B.Swahn, Acta med. scand. 145, 361 [1953]; R. Raynaud, 
R. D’Eshougues, P. Pasquet u. S. Di Giovanni, Algerie Medical 1953, 57; 
K. Voigt u. E. Schrader, Klin. Wschr. 32, 465 [1955]; Ch. Wunderly u. 
S. Piller, Klin. Wschr. 82, 425 [1954]. 

7 G.Schettler, ,,Lipidosen‘ in Hdb. d. Inn. Med. Bd. VII, S. 2, Berlin- 
Géttingen-Heidelberg, 1955; G. Schettler, F. Dietrich u. M. Eggstein, Verh. 
dtsch. Ges. f. Kreislaufforsch. (Bad Nauheim) 1955; G. Schettler u. H. Jobst, 
Dtsch. med. Wschr. 80, 1077 [1955}. 
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Nikkila® trennt die Serumproteine auf breiten Filtrierpapierstreifen elektro. 
phoretisch auf, extrahiert die Lipidkomponenten mit Alkohol-Athergemisch und 
bestimmt in den Extrakten Cholesterin und Phospholipide. Auch bei diesem Vor. 
gehen stért jedoch die Adsorption der Lipide an die Papierfaser. 

Um diese Nachteile zu umgehen, wurde u. a. von Svensson und Brattsten® 
sowie von Kunkel und Slater!®, spiter auch von Flodin und Porath™ sowie 
Ackermann und Mitarbb.’* die Verwendung von Kartoffelstirke als Trager. 
medium vorgeschlagen. 

Svensson und Brattsten® verwenden hierzu ebenso wie Grassmann 
und Hannig* eine mit dem Tragermedium homogen gefiillte rechteckige Kammer, 
die in senkrechter Richtung gleichmaBig von Pufferlésung durchstrémt wird. Das 
an bestimmter Stelle kontinuierlich zuflieBende Proteingemisch wird bei gleich. 
zeitigem Stromdurchgang in horizontaler Richtung in seine Komponenten auf. 
getrennt; diese verlassen die Kammer an verschiedenen Stellen ihrer Unterseite, 
Erhebliche Schwierigkeiten bei der Ausfiihrung dieser DurchfluBelektrophoresen 
bereitet die Konstanthaltung von laminarer Pufferstrémung und elektrischer 
Feldstarke. 

Zur praparativen Zonenelektrophorese nach Kunkel und Slater?!® wird ein 
pufferfeuchter, mit Wachspapier umhiillter Starkeblock, dessen Enden mit puffer. 
gefiillten ElektrodengeféBen in Verbindung stehen, zwischen zwei Glasplatten 
gelegt, nachdem das zu untersucl.ende Serum in Kathodenniéhe in den Starkeblock 
eingebracht worden ist. Nach Beendigung der Elektrophorese wird der Starkeblock 
in gleichgroBe Quersegmente zerschnitten, aus denen die elektrophoretisch ge. 
trennten Serumfraktionen eluiert bzw. extrahiert und analysiert werden kénnen. 

Zur Untersuchung gréBerer Serummengen in einem Arbeitsgang schien uns 
die von Bockemiiller und Rebling* beschriebene Methode geeignet. Es wurden 
22 Versuche mit je 3—4 mi Serum durchgefiihrt. Die Trennscharfe der EiweiBfrak- 
tionen war jedoch unbefriedigend. Albumin- und «,-Fraktion trennten sich weder bei 
Verwendung von Veronal/Veronal-Na-Puffer (u~ = 0,05), noch bei Veronal-Na/Na- 
acetatpuffer (u = 0,1). Besonders stért das unkontrollierte Zuriickbleiben von y-Glo- 
bulinen sowie von deutlich erfaBbaren Lipoproteidmengen in der Fiillkammer, was 
kiirzlich auch von Leupold und Mitarbb.'® bei Verwendung dieser Methode zur 
Untersuchung der Acetalphosphatide beobachtet wurde. Die Reproduzierbarkeit 
wird damit ungeniigend. Ferner verursacht auch hier die Adsorption der Fette an 
die Cellulose deutliche Schleppenbildungen. Wir konnten stets nur etwa 65—70°, 
der nach der eingesetzten Serummenge zu erwartenden Lipidmengen wiederfinden. 


Alle diese Versuchsanordnungen bediirfen noch einer sorgfaltigen 
Weiterentwicklung, besonders hinsichtlich der Konstanthaltung der 
Versuchsbedingungen. Dies gilt besonders fiir die Untersuchung der 
Lipoproteidsymplexe des Serums, deren Isolierung wegen ihrer aubBer- 
ordentlichen Labilitaét groBe Schwierigkeiten bietet. 


8 KE. Nikkila, Scand. J. Clin. Labor. Invest. Suppl. 8 1953; Acta chem. 
scand. 7, 1222 [1953]. 

9 H. Svensson u. J. Brattsten, Ark. Kemi 1, 401 [1949]. 

10 H. G. Kunkel u. R. J. Slater, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 42 [1952]; 
J. clin. Invest. 31, 677 [1952]. 

11 P, Flodin u. J. Porath, Biochim. biophysica Acta 18, 175 [1954]. 

12 P, Ackermann, G. Toro u. W. Kountz, J. Lab. clin. Med. 44, 51i7 
1954]. 
W.Grassmann, Angew. Chem. 62, 170 [1950]; W.Grassmann u. 
K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

14 W. Bockemiiller u. R. Rebeling, Chemie-Ing.-Techn. 24, 617 [1952]; 
H. Peter u. R. Rebling, Klin. Wschr. 30, 1092 [1952]. 

15 F, Leupold, H. Frank u. H. Biittner, diese Z. 296, 55 [1954]. 
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Methodik 


Bestimmungsmethoden: EiweiBbestimmungen im Gesamtserum und in 
den elektrophoretisch getrennten Fraktionen wurden nach Kjeldahl bzw. mit 
der modifizierten Folin-Ciocalteu-Methode nach Lowry und Rosebrough?® 
durchgefiihrt. Cholesterin wurde nach Schénheimer und Sperry’ , die Phospholi- 
pide nach Fiske und Subbarow’® bestimmt. Zum Nachweis der veresterten Fett- 
siuren arbeiteten wir nach der von Bauer und Hirsch’?® fir die Bestimmung der 
total esterified fatty acids‘ im Serum angegebenen Methode, die auf der Ester- 
spaltung durch Hydroxylamin in atherischer Lésung beruht. Die dabei ent- 
stehenden Hydroxamsauren werden nach Zusatz von Fe(III)-Salzen colorimetrisch 














SAN 


SSSSSSSSSSS SSS SSS SSNS OSS NSS TS) 






SANA, 


SSSSSSSSSSSSSSNS SSS SSS SSS SSS 






RSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS SY 


fh 








NARA 
SSS SSNS 





N 
: 

s 

N 

N 

N 
Np 
Np 
N 
Ns 
N 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

















Abb. 1. Elektrophorese im Stairkemedium. 


bestimmt. Papierelektrophoretische Untersuchungen der Proteine wurden nach 
Grassmann und Hannig?’, die Farbung der Elektrophoresestreifen zur Lipid- 
darstellung nach Swahn’ durchgefiihrt. 

Zonenelektrophorese im Starkemedium: In Abanderung der Ver- 
suchsanordnung von Kunkel und Slater gingen wir wie folgt vor: 

Die gut gewaschene pufferfeuchte Kartoffelstarke wird zu einem Block 
von 40x 12x 1,6 cm gegossen, der mit Filtrierpapier weitgehend getrocknet und, 
mit einer diinnen, weichen Kunststoffhaut umhiillt, auf einer Plexiglasbriicke zu 
liegen kommt. Die Verbindung von den Starkeblockenden zu den Elektroden- 
geféBen wird durch aufeinandergelegte Filtrierpapiere hergestellt, die mittels 





16 O.H. Lowry, N. Rosebrough u. A. Farr, J. biol. Chemistry 193, 265 
[1951]. 

1” R. Schénheimer u. W. Sperry, J. biol. Chemistry 106, 745 [1934]. 

18 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

19 F.C. Bauer u. E. F. Hirsch, Arch. Biochemistry 20, 242 [1949]. 
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isolierter Schraubklemmen auf eine Dicke von 1,0—1,5cm zusammengepreft 
werden. Zur Aufnahme des aufzutrennenden Serums wird in Kathodennahe ein 
schmaler V-férmiger Graben aus dem Starkeblock ausgehoben, die entfernte 
Starke mit 4,0 mi Serum vermischt und dann das Serumstarkegemisch rasch und 
gleichmaBig (am besten mittels einer Glasspritze) wieder in den Graben gebracht, 
Starkeblock und Papierelektroden werden mit der Kunststoffhaut verschlossen 
und mit Tesa-Film wasserdicht verklebt. Der verschlossene Starkeblock wird mit 
einer aufgeschraubten Glasplatte abgedeckt. Die weitere Anordnung ist aus Abb. | 
ersichtlich. Die Pufferlésung im Standgefi8 und in den ElektrodengefaBen wird 
vor Versuchsbeginn auf eine Temperatur von 3—4°® gebracht. Die elektrophore. 
tische Auftrennung erfolgt dann bei konstanten Temperaturen zwischen 4 und 6° 
im Eisraum. Die am Starkeblock angelegte Spannung soll 130— 150 Volt betragen. 
Je nach Wahl des verwendeten Puffers resultiert eine Stromstirke von 45—70 mA, 

Nack Beendigung der elektrophoretischen Auftrennung (etwa 20 Stdn.) 
werden trockene Filtrierpapierstreifen iiber den Starkeblock abgerollt und damit 
ein sogenannter Abklatsch hergestellt. Nach Trocknung und Farbung der Ab. 
klatschstreifen mit Amidoschwarz oder Bromphenolblau ergibt sich ein sehr ge. 
naues Abbild der im Starkeblock liegenden EiweiBfraktionen. Der Starkeblock 
kann nun entweder gemé8B dem Abklatsch in einzelne, die EiweiBfraktionen ent- 
haltende Stiicke zerteilt, oder in 1 cm breite Quersegmente zertrennt werden, 
Die Elution der EiweiBfraktionen kann mit verdiinnter Pufferlésung erfolgen. 
In aliquoten Anteilen wird die EiweiBkonzentration nach Kjeldahl oder Lowry 
und Mitarbb.1* bestimmt. 

Die pufferfeuchten Stairkesegmente werden sodann bei Zimmertemperatur 
im Vak. getrocknet und anschlieBend die Lipidkomponenten mit Athanol und 
Ather in Soxhletapparaten innerhalb von 7 Stdn. vollstandig extrahiert. In den 
so gewonnenen Extrakten werden Cholesterin, Phospholipide und die veresterten 
Fettsiuren chemisch bestimmt. ; 

Die Ergebnisse unserer ersten Untersuchungen, die wir nach der Arbeits- 
vorschrift von Kunkel und Slater’® durchfiihrten, waren recht unterschied. 
lich. Bei der Kontrolle von px und Ionenstarke fanden wir, daB bei dieser Versuchs- 
anordnung bereits nach wenigen Stunden Elektrophoresezeit erhebliche Verschie- 
bungen auftreten. Temperaturkontrollen im Starkeblock wahrend der Elektro- 
phorese ergaben Werte, die auch bei Duichfiihrung der Versuche im Eisschrank 
haufig zwischen 15 und 22° lagen. Zur Extraktion der Lipide werden nach Kunkel 
die getrockneten Starkesegmente in heifem Alkohol-Ather-Gemisch suspendiert, 
dann die Extrakte abgenutscht und zur Lipidbestimmung weiterverarbeitet. 
Wir konnten bei diesem Vorgehen jedoch nur etwa70°%, der eingesetzten Cholesterin- 
mengen sowie 55—60% der eingesetzten Phospholipide wiederfinden (Tab. ]). 
Wir arbeiteten daher nach unserer oben beschriebenen Versuchsanordnung und 
gelangten damit zu folgenden Ergebnissen: 


Das rasche Einbringen des Serum-Stiirkegemisches in die oben be- 
schriebene V-férmige Rinne gewiihrleistet in allen Schichten des Stiirke- 
blockes eine gleichmaBige Verteilung des aufzutrennenden Serums. Durch 
Anfertigung von Abklatschstreifen von der gesamten Oberseite und 
Unterfliche des Stirkeblockes kann die Trennschiafe der Eiweiffrak- 
tionen beurteilt werden. Die beste Auftrennung konnten wir bei Ver- 
wendung des Na-Veronal/Na-Acetatpuffers (Michaelis) w= 0,1 und 
px 8,6 erreichen. Da hierbei gréfere Stromstirken auftreten, muB fiir 


eine schnelle Wirmeableitung gesorgt werden, was durch die Versenkung | 
des wasserdicht verschlossenen Stirkeblocks im Standgeféi®B erreicht | 
wird. Wenn die Pufferlésung im Standgefa8 vor Versuchsbeginn auf eine | 
Temperatur von 3—4° gebracht wird, so erreicht bei Durchfiihrung der — 
Elektrophorese im Eisraum die Puffertemperatur héchstens etwa 6°. | 
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Tab. 1. Elektrophorese im Stérkemedium. Extraktion der Lipidkomponenten aus 
den elektrophoretisch getrennten Serumfraktionen. 





Serum 1 Serum 2 
Colesterin | Phospholip. Triolein Cholesterin | Phospholip. Triolein 














Kontrolle in 50 ml 1130 1358 1900 987 1436 2232 
Athanol/ ther 3:1 1098 1375 1900 935 1392 2320 
1130 1380 1890 962 1380 2230 
1100 1360 1930 975 1410 2416 
922 1384 2306 
Mittelwert: 1114 1368 1905 956 1400 2300 
Extraktion_ ohne 760 1108 1100 660 1021 1221 
Soxhlet in Athanol/ 765 1101 1082 665 1103 1084 
Ather 3:1 nach 760 1100 1068 760 1060 1370 
Kunkel 775 1087 1017 634 992 1336 
598 1116 1420 

Mittelwert = % | 765 =68% | 1099 = 79%| 1066 = 56%| 663 = 68% | 1058 = 75%| 1286 = 56% 
Extraktion mit 1073 1210 1459 846 1230 2044 
Soxhlet in Athanol/ 1070 1320 1238 825 1260 1982 
Ather 3:1 (8 Stdn.) 1050 1247 1230 856 1260 1982 
1073 1220 1315 856 1250 1206 
889 1190 2276 

Mittelwert = % | 1066 = 95%| 1249 = 91%] 1310 = 69%] 854 = 88% | 1236 = 88%| 2078 = 90% 
Extraktion mit 1165 1210 1910 910 1470 2276 
Soxhlet Athanol 1095 1347 1854 935 1470 2300 
6Stdn., danach Ather 1173 1347 1922 884 1430 2342 
1 Stde. 1089 1320 1920 916 1332 2404 
892 1348 2356 




















Mittelwert = % | 1130 = 92%] 1306 = 95%]1901 =100%| 907 = 95% |1417 =101% |2335 = 101% 


Dabei liegt nach unseren Messungen die Temperatur im Stirkeblock bei 
Ionenstiirke w = 0,1 um 1,5—2,0° héher als im Standgefa8. Durch die 
konstante, ausreichende Kiihlung erfolgt an allen Stellen des Stirke- 
blocks eine optimale Trennung der Fraktionen. Im Standgefi8 bleiben 
pu und Ionenstirke waihrend der Versuchsdauer konstant. Abweichun- 
gen von den Anfangswerten in den Elektrodengefifen kénnen durch 
kontinuierliche Puffererneuerung (Mariottesche Flasche) verhindert 
werden. Als optimale Spannung an den Stirkeblockenden, gemessen 
mittels eingebauter Mefdrahte, wurden 4,0 Volt/em ermittelt. Héhere 
Spannungen erméglichen zwar kiirzere Elektrophoresezeiten, ergeben 
jedoch weniger scharfe Auftrennungen. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur quantitativen Extraktion 
der Lipidkomponenten aus den getrennten Serumfraktionen zeigt Tab. 1. 
Die Extraktion mit Athanol (6 Stdn.) und anschlieBend mit Ather 
(1Stde.) in Soxhletapparaten ergibt nahezu 100% der eingesetzten 
Cholesterin-, Phospholipid- und Fettsiuremengen. 

Die graphische Auswertung der Analysenwerte aus den einzelnen 
Stirkesegmenten fiihrt zu Kurven, wie sie in der Abb. 2—4 dargestellt 
sind. 

Klar erkennbar sind jeweils zwei Hauptlipoproteidbanden: eine 
Bande im Bereich von Albumin-«,-Globulin («,-Lipoproteid), eine zweite 
dicht hinter dem B-Globulingipfel (8-Lipoproteid). Zwischen diesen beiden 
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Abb. 3. 


Abb. 2 u. 3: Ergebnisse der Elektrophorese von Normalseren im Starkemedium. 
Abb. 2 stellt die Kurve des Serums in Tab. 2 dar. 


Abb. 3 zeigt die Kurve eines weiteren Normalserums. Hier wurde statt der Protein- 
kurve der zugehdrige Originalabklatsch abgebildet, der die Lokalisation der Protein- 


Zeichenerklarung zu den Abb. 2—4: 


fraktionen angibt. 
- Protein; ———— = Gesamtcholesterin; 


soeeee = Phospholipide; o—o—o = veresterte Fettsaiuren. 


Banden liegt ein meist geringer Gipfel im «,-Globulinbereich, der einen 
reichlichen Fettsiuregehalt zeigt. In diesem Bereich wandern, wie wir zei- 
gen konnten?°, die vorwiegend Neutralfette enthaltenden Chylomikronen. 





20 F. Dietrich uv. H. Jobst, in Vorbereitung. 
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Dariiber hinaus fanden wir bei Verwendung von Na-Veronal/Na-Acetat/ 
HCl-Puffer, ~ = 0,1, eine sehr geringe Proteinbande vor dem Albumin. 
In einigen Fallen konnten wir in dieser Fraktion, die bei Normalseren 
sehr deutlich, bei pathologischen Seren nur angedeutet oder abwesend 
war, geringe Lipidmengen nachweisen. Ob es sich hierbei um eine echte 
Vorfraktion 2! handelt, mu8 weiter untersucht werden. 
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Abb. 4. Ergebnisse der Elektrophorese im Starkemedium. Kurve des Serums eines 
Herzinfarctpatienten (Tab. 2). 


Die Elektroosmose fiihrt infolge einer Potentialdifferenz zwischen 
dem Festkérper (Stirke) und der Pufferfliissigkeit zu einer kathodischen 
Bewegung der Pufferfliissigkeit und verzégert damit die effektive Wan- 
derungsgeschwindigkeit der Proteine und Lipoproteide. Auf Grund 


unserer bisherigen Ergebnisse glauben wir nicht, dai die Elektroosmose 
' eine wirkliche Stérung fiir die Auftrennung des Serums darstellt, wie 
' ua. von Swahn® oder Nikkilé*® angegeben wurde. Auch wenn die 


Versuchsanordnung so gewahlt wird, daB eine sehr starke Elektroosmose 


- resultiert, erhalt man normale Lipoproteidkurven, wie z. B. aus Abb. 3 
» ersichtlich. 


Bei Normalseren (Abb. 2 u. 3, Tab. 2) finden sich in der «,-Lipo- 
proteidfraktion 20—30 Rel.% Cholesterin sowie 35—53 Rel.% Phospho- 


> lipide, in der B-Fraktion 58—77 Rel.% Cholesterin und 40—60 Rel.% 


“1-H. Hoch u. A. Chanutin, J. biol. Chemistry 200, 241 [1953]; F. W. Aly, 
Verh. dtsch. Ges. inn. Med. (Wiesbaden) 1955. 
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Tab. 2. Elektrophorese im Starkemedium. 


Analysenwerte im Gesamtserum und in den Fraktionen von einem Gesunden 
(Abb. 2) und einem Coronarinfarctkranken (Abb. 4). 





—— 


























| Relativprozent mg/100ml |mg/100 m| c/P 
\ | Gesamt- | 
| a | | B | a Oe | B serum | at B 
Normalserum 
| | | | ~ 
Cholesterin 8 42 | 61,0 | 57,0 | 68 | 99,2 163 0,57 | 1,33 
Phospholipide 53,5 6,4 40,1 | 99,7 11,8 | 74,5 186 | 
Fettsauren 7.0 16,0 | 37,0 | 110,0 | 37,5 86,5 a 
Coronarinfarct 
Cholesterin =| 5,5 | 6,3 | 88,2 | 20,0 | 23,0 | s240 | 367 | 
Phospholipide | 12,1 12,1 75,8 | 41,0 41,0 260,0 342 0,49 1,25 
Fettsiuren | 17,0 | 17,0 | 66,0 | 112,0 | 112,0 436,0 660 | | 


Phospholipide. Es zeichnen sich altersmaBige und geschlechtsspezifische 
Unterschiede ab, auf die wir a. a. O. eingehen, werden. Das Verhiiltnis 
Cholesterin/Phospholipide (C/P) betrigt in der a,-Fraktion 0,53 (0,45 
bis 0,63) und in der f£-Fraktion 1,24 (1,07—1,35). Die Verteilung der ver. 
esterten Fettsiuren ergibt die gleichen Maxima wie Cholesterin und 
Phospholipide, zeigt dariiber hinaus einen weiteren Gipfel im Bereich 
zwischen «, und #. Dieser «,-Gipfel enthilt auferdem Cholesterin und 
Phospholipide in geringen Mengen. 

Seren von Patienten nach Coronarinfarct (Abb: 4, Tab. 2) zeigen 
eine relative und absolute Verminderung der «,-Lipoproteide mit ent- 
sprechender Vermehrung der f-Lipoproteide. Die errechneten C/P-Quo- 
tienten bleiben gegeniiber Normalfillen unverandert. Die veresterten 
Fettsiuren sind im «,-Bereich deutlich erhéht. Der Phospholipid- und 
Cholesterinanteil dieser Fraktion erklart nicht diese Zunahme, so dab die 
Erhéhung offensichtlich durch Neutralfett bedingt ist?*. 

Wir haben bisher 86 Seren von Gesunden und Patienten mit ver- 
schiedenen Fettstoffwechselstérungen untersucht und mit der hier be. 
schriebenen Methode zufriedenstellende Ergebnisse erhalten, die gut mit 
den von Barr und Mitarbb.4 mit dem Cohnschen Fallungsverfahren 





gewonnenen Ergebnissen iibereinstimmen, so da wir aus den oben an- 


gefiihrten Griinden dieser Methode den Vorrang vor papierelektropho- 
retischen Lipoproteiduntersuchungen geben. 


Die Arbeit wurde durch ein Stipendium der Deutschen Forschungs- F 


gemeinschaft erméglicht. 


Zusammenfassung 


Die elektrophoretische Auftrennung der Serumlipoproteide im Fil-f 
trierpapiermedium, die infolge der Adsorption der FetteiweiBsymplexe F 
an die Papierfaser erhebliche Schwierigkeiten bereitet, konnte in Ab-f 


22 Erste klinische Ergebnisse s. Schettler, Dietrich u. Eggstein I. ¢' 
Schettler l.c.? sowie F. Dietrich, G.Schettler u. M. Eggstein, in Vor> 
bereitung. q 
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inderung der Methode von Kunkel und Slater?® (im Stiirkemedium) 
durch Konstanthaltung von Spannung und Stromstirke, Temperatur, 
pu und Ionenstérke die Reproduzierbarkeit der Untersuchungen wesent- 
lich verbessert werden. Eine nennenswerte Adsorption der Fette an die 
Stirke findet nicht statt. Bei Verwendung von 4 mi Serum wird nach 
quantitativer Extraktion der Lipide aus den elektrophoretisch getrennten 
Fraktionen in Soxhlet-Apparaten die chemische Bestimmung von Chole- 
sterin, Phospholipiden und veresterten Fettsaéuren in dem gleichen Ex- 
trakt méglich. 


Summary 


In the electrophoretic separation of the serum lipoproteins on filter 
paper medium, considerable difficulties are caused by the adsorption of 
fat-protein symplexes on the paper fibre. The reproducibility of the 
experiments can be substantially improved by maintenance of constant 
voltage, current strength, temperature, px and ionic strength in a modi- 
fication of the method of Kunkel and Slater on a starch medium. 
There is no significant adsorption of fats on the starch. Four mi of serum 
were used; after the lipids had been quantitatively extracted in a Soxhlet 
apparatus from the fractions separated by electrophotesis, it was possible 
to determine cholesterol, phospholipids and esterified fatty acids chemi- 
cally in the same extract. 
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Katalysierende Wirkung von Cortison 
und anderen Nebennierenrindensteroiden 
auf die Autoxydation von Linolsaure in vitro 


Von 
W. Schuler und R. Meier 


Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der CIBA Aktiengesellschaft Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. September 1955) 


Ks sind zahlreiche nichtenzymatische Katalysen bekannt, bei denen 
kérpereigene Stoffe umgesetzt werden. Unter den in Frage kommenden 
Katalysatoren finden sich auch solche, deren Vorkommen im Organis. 
mus erwiesen ist: Metallionen, Redoxsubstanzen, autoxydable Systeme 
u.a. Diesen diirfte fiir biologische Fragen vielleicht ein besonderes 
Interesse zukommen. 

Fiir den Ablauf katalytischer Reaktionen sind offenbar neben dem 
Substrat, dem Katalysator, dem px und dem Ionenmilieu auch Stoffe 
von Bedeutung, die, ohne mit der katalysierten Grundreaktion in direkter 
Beziehung zu stehen, diese dennoch zu modifizieren vermégen. Unter- 
suchungen tiber die Frage, wie kérpereigene Stoffe derartige Katalysen 
beeinflussen kénnen, liegen bisher kaum vor. Solchen Untersuchungen 
kommt aber grundsiatzliches Interesse zu, da sie méglicherweise Ein- 
blick in die besonderen Bedingungen, den Ablauf und die Steuerung 
katalytischer Reaktionen im Organismus geben kénnen. Bei der groBen 
Zahl von Katalysen und besonders von Stoffen, die auf solche Einflub 
nehmen kénnten, ist eine Auswahl schwierig, doch verdienen gewisse 
Gruppen kérpereigener Substanzen, z. B. physiologisch wirksame Stoffe, 
besondere Beachtung. 

Wir haben uns aus diesem Grunde mit der Frage beschiftigt, ob 
Steroide unter gewissen experimentellen Bedingungen Reaktionen zu 
katalysieren oder nichtenzymatisch katalysierte Reaktionen zu_beein- 
flussen vermégen und wihlten als Reaktionsobjekt die nichtenzymatische 
Katalyse der Spontanoxydation der Linolsiure, einer ungesiattigten 
Fettsiure, iiber die schon zahlreiche Untersuchungen besonders im 
Hinblick auf die fiir diesen Vorgang in Frage kommenden Katalysatoren 
bekannt sind. 

Bei Katalysen, auch bei enzymatisch bedingten, spielen Metall- 
spuren als auslésende oder variierende Faktoren eine erhebliche Rolle. 
Dafiir geniigen im allgemeinen so geringe Mengen an Metallionen, wie 
sie in den iiblichen Praiparaten bzw. Lésungsmitteln haufig vorhanden 
sind oder sein kénnen, so da® ihr vollstindiger Ausschlu8 aus dem 
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Untersuchungssystem meist nicht gewéahrleistet ist oder nur unter 
groBerem experimentellem Aufwand gesichert gelten kann. Im allge- 
meinen sind daher indirekte Verfahren nétig, um die Beteiligung von 
Schwermetallen bei katalysierten Reaktionen auszuschlieBen, zu _be- 
weisen oder zu charakterisieren. Hinsichtlich der Oxydation ungesit- 
tigter Fettsiuren liegen eine Reihe von Untersuchungen vor, die zeigen, 
da8 diese durch bestimmte Stoffe gehemmt oder geférdert werden kann 
und daB gewisse Katalysatoren ihren zeitlichen und chemischen Verlauf 
in bestimmter Weise beeinflussen. So hat z. B. die durch Metallionen 
katalysierte Oxydation ungesittigter Fettsiuren einen anderen Verlauf 
als die durch Zusatz von Hamin oder Cytochrom katalysierte, und auch 
die Endprodukte dieser Katalysen scheinen verschieden zu sein. Es er- 
gibt sich aus diesen Befunden, daf Katalysatoren verschiedener Art 
einen fiir diese charakteristischen Einflu8 auf den Oxydationsverlauf 
haben. 

Ahnliche Verhiltnisse liegen fiir Hemmstoffe vor, bei denen be- 
sonders Stoffe von Bedeutung sind, welche Metallkomplexe bilden oder 
Oxyreduktionen beeinflussen. 

Aus diesen Befunden folgt, daB eine Reihe von VorsichtsmaBnahmen 
experimenteller Art notwendig sind, um eine Katalyse mit Sicherheit 
auf ,,bestimmte“ Bestandteile des zugesetzten Materials beziehen zu 
kénnen. Wir werden versuchen, die von uns erhobenen Befunde hin- 
sichtlich dieser Fragen im einzelnen zu diskutieren und die aus ihnen 
mu ziehenden SchluBfolgerungen in gleicher Hinsicht abzugrenzen. 


Methode 


Die Autoxydation der Linolsiure in vitro wurde nach Warburg an Hand 
der Sauerstoffaufnahme bestimmt. Gesamt-Fliissigkeits- Volumen 2,0 ml, O, als Gas, 
Temperatur 37°, (10-proz. Natronlauge im Mittelgefi8 entbehrlich), Temperatur- 
ausgleich 20 Min., Versuchsdauer 4—5 Stunden. 

Als Substrat diente handelsiibliche Linolsiure (Hoffmann-La Roche, 
Basel), als Medium 0,5-m. Phosphatpufferlésung, po 6,95 (P.P.L.) (Soerensen- 
Priparate in doppelt aus Pyrexglas destilliertem Wasser). Die Linolsaure laBt sich 
nur schwer in P.P.L. emulgieren, flockt beim Schiitteln in Warburg-GefaBen leicht 
aus und setzt sich an den Wanden der GefaBe fest. Wir haben es deshalb vor- 
gezogen, der P.P.L. Tween 20 (1%) zuzusetzen, wodurch eine wesentlich bessere 
uid auch in den GefaBen stabilere Emulsion erméglicht wird; dafiir aber muBte 
der Zusatz einer neuen Komponente in Kauf genommen und beriicksichtigt werden. 
le Die verwendeten Metallionen wurden in Form ihrer Chloride bzw. Sulfate 
(analysenrein) in Wasser gelést aus dem Anhang z. Zt. 0 in den Hauptraum mit 
der Linolsiureemulsion in Puffer-Tween-Lésung gekippt. Andere Zusatze erfolgten 
in Pufferlbsung aus dem Anhang oder direkt in den Hauptraum. 

Nach dem Temperaturausgleich wurde der Sauerstoffverbrauch nach 30 Min., 
nach 1 Stde. und fortlaufend ih stiindlichen Intervallen bestimmt. 

Zunachst interessieren einige Befunde mit der von uns verwendeten Linol- 
siure. Diese zeigt unter unseren Versuchsbedingungen eine nur geringe Autoxyda- 
tion, wechselnd zwischen 20 und 50 ul O,-Verbrauch in 5 Stdn. je nach Alter und 
Charge des Praparates und offenbar abhangig von noch anderen Versuchsbedin- 
gungen. So stellte sich z. B. im Laufe der Untersuchungen heraus da8 auch auf 
die Herkunft der fiir die Pufferlosung verwendeten ,,Soerensen‘‘-Praparate geachtet 
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werden muB, nachdem ,,Soerensen‘‘-Priparate verschiedener Firmen verschiedene 
Autoxydationswerte ergaben. In allen Versuchsserien liefen jeweils Kontrol. 
versuche ohne Zusatz mit, die bei der Berechnung beriicksichtigt wurden. 


Versuche mit Metallionen 


Die Oxydation der Linolsiiure wird durch Metallionen, aber auch 
durch Haémin, Cytochrom u. a. in verschiedener Weise beeinfluBt. Des. 
halb wurde zuniachst untersucht, in welcher Weise bestimmte, als Ka. 
talysatoren bekannte Metallionen den Verlauf der Linolsiureoxydation 
unter den gewihlten Versuchsbedingungen verandern und ob die 
metallkatalysierte Oxydation sich von der z. B. durch Cytochrom kata- 
lisierten Oxydation der Linolsiure unterscheidet. 

Unter den von uns gepriiften Metallen Cu2®, Co?®, Ni?®, Fe®© und 
Fe?® katalysieren in der von uns meist verwendeten P.P.L. mit 
Tween 20 nur die Cu-Ionen in Konzentrationen iiber 1 y/ml, wahrend 
die katalytische Wirkung der anderen gepriiften Metallionen bis 20 y/ml 
sehr gering ist. : 


Tab. 1. Metallkatalyse der Linolsiureoxydation in Phosphatpuffer-Tween-Losung, 
pu 6,9 (4-Stdn.-Werte). 





Linolsdure (5-10~*) mit Metallionen 
(abziiglich Linolsaure allein) 

















EK y/ml pl O, °, d. Norm 
Ce nie. a 8 2,8 41 174 
C3 Ee eee 8,4 133 372 
Cg a re ee 12,7 126 348 
RO es og ew 25,4 90 277 
Og eee 127 69 236 
a ee aie ee 2,6 57 117 
ERD ibis eis: S: e 2,6 50 100 
De ee assoc 2,5 60 100 
NO eo sas 5,0 59 100 
eS ae 10,0 45 92 
ge ll rrr 2,5 49 95 
og Re ee 10,0 52 107 


Die Kupferkatalyse zeigt unter unseren Versuchsbedingungen ein 
Konzentrationsoptimum bei 8,4 bis 12,7 y/m/, wie aus Abb. 1 deutlich 
zu erkennen ist. Dabei werden etwa 170 ui Sauerstoff in 5 Stdn. mehr 
verbraucht als durch Linolsiure ohne Cu?®-Zusatz; gréBere wie kleinere 
Konzentrationen zeigen einen geringeren Sauerstoffverbrauch. Ein be- 
sonderes Charakteristikum der Kupferkatalyse ist deren zeitlicher Ver- 
lauf. Die Sauerstoff-Mehraufnahme pro Zeiteinheit ist anfainglich gering, 
nimmt mit der Zeit zu und wird dann zeitproportional. 

Demgegeniiber ist die katalytische Wirkung von Cytochrom c quaa- 
titativ und qualitativ verschieden; quantitativ insofern, als 0,5 y/ml 
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ene schwach, aber deutlich katalysieren, 5 y/m/ zu einer Sauerstoff-Mehr- 
oll. aufnahme von 100 wl/5 Stdn. und 50 y/ml zu einer solchen von 220 pl/ 
5 Stdn. fiihren. Qualitativ verlauft die Mehraufnahme an Sauerstoff pro 
Zeiteinheit am intensivsten zu Beginn der Versuche und nimmt, nach 


1 Stde. etwa, in der Folgezeit zunehmend ab. 


Cu?® Cytochrom c 
Ca, | gir *75*10- , 


tis {so is pene ae. = 5*10°* 








mdf [/ ‘eee 2 5x 19-5 














Casto” 
ing, i er | As 65x10 -6 
100 wae —# 127*10-* 
/ =o 


74 2.8* 10-6 




















—_— —\ 05*10~7 
Co?” Ni2” Fe?® Fev® 
5 bis 25*10-9 








Abb. 1. Vergleich des zeitlichen Verlaufes der mit Cu2® und der mit Cytochrom c 
katalysierten Linolséure(5 - 10-%)-Oxydation in P.P.-Tween-Lésung. Mittelwerte 
abziiglich Linolsiure-Leerwerte. Abszisse: Stdn., Ordinate: O,-Verbrauch in pl. 


LaiBt man Tween 20 aus der Emulsionslésung weg und verwendet 
man nur Phosphatpufferlésung, so ist die Emulgierung von Linolsiure 
bedeutend schwieriger. Es ]éBt sich aber feststellen, daB unter diesen 
Milieubedingungen Metall-Ionen die Linolsiureoxydation weniger stark 
beschleunigen, am wenigsten Ni?®, Fe?® und Fe?®, etwas stirker Cu?° 
und Co?®. Auch die Cytrochrom-Katalyse verliuft bei Abwesenheit von 





vg Tween 20 langsamer. Der qualitative Unterschied im Katalyse-Verlauf 
lich gegeniiber dem mit Metallen tritt aber noch deutlich in Erscheinung. 
ebt [| Ob Tween aufer der Emulgierung noch einen weiteren modifizierenden 
vere | Einflu8 geringen Grades ausiibt, bleibt vielleicht weiter abzukliren. 

be Ff Die mitgeteilten Versuche ergeben eine Bestitigung der in der 
yer- |) Literatur! vorliegenden Befunde. Die Linolsiureoxydation wird durch 
ing, |} ————_—— 


1) Zusammenfassende Darstellung: R. T. Holman, Autoxydation of Fats 

and Related Substances in: ,,Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids 

lafl- fF ed. by R. T. Holman, W. O. Lundberg, T. Malkin, Pergamon Press Ltd., London 
»/ml 1954, vl. 2, p. 51—98. 
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bestimmte der bekannten Oxydationskatalysatoren katalysiert. Diese 
Katalyse ist gekennzeichnet einmal durch eine von der Art und Menge 
des Katalysators (sowie nach unseren Befunden auch von Milieu und 
Milieustoffen) abhaingige Oxydationssteigerung, zum anderen aber durch 
einen von der Art des Katalysators abhingigen, zeitlich verschieden. 
artigen Verlauf der Oxydation. Es ist sehr eindeutig, wie sich die durch 
Cytochrom c katalysierte Oxydation durch die Geschwindigkeit ihres 
zeitlichen Verlaufes von der durch Metallionen bedingten unterscheidet. 


Versuche mit Corticosteroiden 


Auf Grund dieser Unterlagen schien es nun méglich, Substanzen, 
von denen keine oxydationskatalytische Wirkung bekannt ist und von 
denen daher nicht angenommen werden konnte, da® sie eine ent- 
sprechende katalytische Wirkung besitzen, hinsichtlich ihres Einflusses 
auf die Autoxydation der Linolsiiure zu untersuchen. Wir haben aus 
der Gruppe der Steroide als Objekt dieser Mitteilung zunachst einige 
Nebennierensteroide ausgewahlt und ihren EinfluB auf die Linolsiure. 
oxydation untersucht. Die analysenreinen Corticosteroide weeiaieen wir 
unseren chemisch-wissenschaftlichen Laboratorien. 

Bei Verwendung derartiger Substanzen ware es vithedrrenetsnililh 
notig, nachzuweisen, daB sie frei von Metallen oder Metallspuren sind, 
welche als Katalysatoren der Linolsiureoxydation in Frage kommen 
kénnen. Wir sind uns vollkommen im klaren dariiber, daB dies eine 
schwierige Aufgabe ist, da u. U. Spuren uns unbekannter Metalle wirk- 
sam sein kénnten. Da es uns aber doch von Bedeutung erschien, wenig- 
stens bekannte Metalle wie Cu, Fe, Co und Mn méglichst auszuschliefen, 
haben wir in unseren analytischen Laboratorien an sich analysenreines 
Cortison als fiir uns wichtigstes Corticoid auf diese Metalle hin unter- 
suchen lassen und verdanken Herrn Dr. Egli den Befund, da8 bei einer 
Einwaage von 300 mg und einer Genauigkeit der Methode bis zu 0,003%, 
keine Metalle nachweisbar sind. 

Die von uns untersuchten Corticoide wurden ihrer Léslichkeit wegen in der 
gleichen P.P.-Tween-20-Lésung wie die Linolsiure emulgiert und, da sie sich aus 
dem Anhang der Warburg-GefaéBe nur schwer quantitativ ausspiilen lassen, von 
Anfang an der Linolsiureemulsion im Hauptraum zugegeben. 

Die gepriiften Corticoide allein zeigen in unserem Reaktionsmilieu 
in Endkonzentrationen bis zu 1,5-10-* keinen Sauerstoffverbrauch. 
Fiigt man zu Linolsiure (5 -10-*) verschiedene Corticoide, teils frei, 
teils als Acetate, so tritt mit einigen derselben eine starke Zunahme des 
Sauerstoffverbrauches in Erscheinung. Die Zunahme des Sauerstoff- 
verbrauches (abziiglich des Eigenverbrauches seitens der Linolsiure 
allein) ist in eimem Versuchsbeispiel (Abb. 2) fiir einige Corticoide in 
einer Konzentration von je 5- 10-4 in Abhangigkeit von der Versuchs- 
zeit fiir eine Versuchsdauer von 5 Stdn. dargestellt. 

Am wirksamsten unter den gepriiften Corticoiden hinsichtlich 
Katalyse der Linolsiure-Autoxydation erwies sich freies Cortison. 
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Einige weitere Corticosteroide sind ebenfalls katalytisch wirksam, wenn 
auch bedeutend weniger als Cortison, zahlreiche sind unwirksam. 

In der Tab. 2 ist die katalytische Wirksamkeit der von uns bisher 
gepriiften Nebennierenrindensteroide in verschiedenen Konzentrationen 
qusammengestellt, ausgedriickt im prozentualen Sauerstoffverbrauch in 
4Stdn., im Vergleich zu dem von Cortison in jeweils gleicher Konzentra- 
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Abb. 2. Corticosteroid-(5-10~*)-Katalyse der Linolsiure(5-10~-*)-Oxydation in 
P.P.-Tween-Lésung. Mittelwerte abziiglich Linolsiure-Leerwerte. 
Abszisse: Stdn., Ordinate: O,-Verbrauch in wl. 


tion = 100%. Die angegebenen Werte sind das arithmetische Mittel aus 
mindestens zwei bis maximal 25 Einzelbefunden. 

Abgesehen von der starken katalytischen Wirkung von freiem 
Cortison, auf die noch zuriickzukommen ist, fallt in erster Linie auf, 
daB dessen Acetat, wie auch das Acetat des in freier Form katalytisch 
wirksamen Hydrocortisons, praktisch unwirksam sind. 

Vielleicht ist dies ein Hinweis darauf, daB die 21-Oxygruppe auf jeden Fall 
in freier Form vorliegen mu. Ferner kénnte der Abfall der katalytischen Wirk- 
samkeit, den Hydrocortison einerseits und, etwa gleich stark, 11-Dehydro-corti- 
costeron andererseits gegeniiber Cortison zeigen, vielleicht auf die weitere Not- 
wendigkeit des Vorhandenseins der 17-Oxy- und/oder der 11-Oxygruppe weisen, 
wobei die katalytisch wirksamste Gruppierung die von 17-Oxy- plus 11-Keto- 
(Cortison) ware, waihrend die von 17-Oxy- plus 11-Oxy-(Hydrocortison) bereits 
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Tab. 2. Katalytische Wirkung verschiedener Corticoide auf die Linolsaure. | 
Autoxydation in 4 Stdn., prozentual zu der von Cortison in jeweils gleicher 














Konzentration = 100%. f 
asl ie 
Cy SC —CO 9CH, ' 
yh te tal sae F 
. F 
a lia 
O 
Substitution 5-10~-5 |1.5-10-4] 5-10-4 11.5-10-3 : 
von C-Atom Corticoide “ . . 2 
11 17 21 % of, of of = 
4 
O= HO— HO-— | Cortison ... . . | 100 100 100 100 oF 
HO— HO— HO— | Hydrocortison. . . | 10 19 50 43,5 © 
Fluor-hydrocortison 5 21 45 — g 
O= — HO— | 11-Dehydro-corti- . ; 
costeron ..... 0,4 19,5 45 51 
17-Oxy-11-desoxy- 
ee en... .) Os.) 0 17,5 | 175 
HO— (4s9CHO HO— | Aldosteron* .. . - _ 14 -- 
a, 17-Oxy-11-desoxy- 
vii ores corticosteron-acetat 0,5 5.5 8,2 15 i 
HO— — HO — | Corticosteron .. . 0 1,3 9,3 ll : 
- -- HO- Desoxycorticosteron 0 0 6,2 2 
O= HO— C—O-—| Cortison-acetat . . 0,5 1,1 2,4 3,3 
ae — @—o_]| Desoxycorticosteron- 
BONNE .. cw 0 0 1,3 1.3 
. Hydrocortison- 
BO A a rs oe 0 0 0 0 

















* Das zur Yerfiigung gestellte Aldosteron zur Orientierung iiber dessen Wirkung verdanken 
wir Herrn Dr. Wettstein unserer chemischen Forschungsabteilnng 


‘Sole ee 


einen Abfall der katalytischen Wirkung um 50% bewirken wiirde. Den glei- | 
chen Wirksamkeitsabfall wiirde dann auch das Fehlen der 17-Oxy-Gruppe bei | 
vorhandener 11-Keto-Gruppe (11-Dehydro-corticosteron) bewirken, wobei letztere 
nicht durch eine Oxygruppe ersetzt werden kann (Corticosteron), ohne daB die 
katalytische Wirkung verlorengeht. Das Fehlen einer 11-Oxygruppe fiihrt bei 
erhaltener 17-Oxygruppe (im 17-Oxy-11-desoxycorticosteron) zu einem weiteren | 
Abfall der katalytischen Wirkung auf nurmehr etwa 20° der von Cortison. § 

AuBer den hier genannten Corticosteroiden haben wir noch eine | 
Reihe anderer Steroide auf Beeinflussung der Linolsiureoxydation 
untersucht und fanden z. T. stark abweichende Wirkung im Vergleich | 
zu den Corticoiden. Wir werden in einer spiteren Arbeit auf die Wirkung 
dieser Steroide zuriickkommen. 

Um die oxydationskatalytische Wirkung von Cortison bei Zugabe | 
zu Linolsiure weiter zu charakterisieren, wurde zunichst die Wirkung | 
verschiedener Konzentrationen Cortison bei gleicher Linolsiuremenge | 
in ihrem zeitlichen Verlaufe untersucht. 
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Wie aus Abb. 3 ersichtlich ist, verlaufen die Sauerstoffverbrauchs- 


kurven nach anfanglich kurzer Anlaufphase annihernd proportional der 
Zeit. Andererseits ist der pro Zeiteinheit, z. B. in 4 Stdn., verbrauchte 
Sauerstoff proportional dem Logarithmus der Cortisonkonzentration. 


Die Bestimmung des mo- 
laren Verhaltnisses des von 
_Linolsiiure‘‘ maximal  ver- 
brauchten Sauerstoffes unter 
unseren Versuchsbedingungen 
ist hinsichtlich der Beurtei- 
lung der Reaktion von Inter- 
esse. Um die maximal auf- 
genommene Sauerstoffmenge 
zu bestimmen, waren Lang- 
zeitversuche nétig. In Ver- 
suchen iiber 24 Stdn. bei 
stiindlicher Ablesung, auf de- 
ren Wiedergabe wir verzich- 
ten, fanden wir, daB der 
Sauerstoffverbrauch, bezogen 
auf Linolsiure, pro Mol Linol- 
siure etwa 1,5 Mole Sauerstoff 
hetrigt, daB also 3 Sauerstoff- 
atome pro Linolsiuremolekiil 
verbraucht werden. Vermin- 
dert man bei gleichbleibender 
mittlerer Cortisonkonzentra- 
tion (2,5-10-4) die Linolsiure- 
konzentration auf die Halfte, 
25-10-%, so wurden in Lang- 
zeitversuchen 3,3 Sauerstoff- 
atome pro Mol. Linolsiure, bei 
einer Linolsiurekonzentration 
von 10-4 3,5 Atome Sauer- 
stoff pro Mol. Linolsiure ver- 
braucht. 

Aus diesen Resultaten geht 
hervor, daB trotz Variation 
des Cortison/Linolsiure-Kon- 
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Abb. 3. Cortison-Katalyse der Linolsaure- 
(5:10~*)-Oxydation in P.P.-Tween-Lésg. 
Mittelwerte abziiglich Linolsaure-Leer- 


werte. 
Abszisse: Stdn., Ordinate: O,-Verbrauch in yl. 


zentrationsverhaltnisses eine angenihert gleiche Relation des Sauer- 
stoffverbrauches pro Mol. Linolséure bestehen bleibt, die in Anbetracht 
der langen Versuchszeiten und der Emulgierungsschwierigkeiten genau 
genug ist, um als stéchiometrisch zu gelten. 

Die im vorstehenden beschriebenen Befunde lassen somit wohl den 
Schlu8 zu, daB bestimmte Nebennierensteroide eine auBergewéhnlich 
charakteristische und fiir sich eigenartige Beschleunigung der Spontan- 


16* 
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oxydation der Linolsiure bewirken, die sich in ihrem zeitlichen Verlaufe 
von der bekannten Beschleunigung durch Haimin oder Cytochrom deut. 
lich unterscheidet und eher Ahnlichkeit mit der durch Metalle aus. 
gelésten Katalyse aufweist. 

Bei dieser Sachlage schien es uns zunachst wichtig, nachzuweisen, 
inwieweit die Steroidkatalyse mit andersartigen Katalysen interferiert: 
es wurde hierfiir die Cytochromkatalyse gewahlt. 

Die Cytochromkatalyse der Linolsiure zeigt, wie bereits aus 
Abb. 1 ersichtlich, insofern einen von der Cortisonkatalyse verschiedenen 
zeitlichen Verlauf, als sie, in den Anfangszeiten des Versuches besonders 
intensiv verlaufend, mit der Zeit abnimmt, wahrend die Cortisonkata. 


lyse, haufig verlangsamt beginnend, fiir lange Zeit dieser proportional 


verlauft. 


Tab. 3. Cytochromc-Wirkung auf die Linolsiureautoxydation mit und ohne 
Cortison. Zunahme der Linolsiureoxydation (O,-Verbrauch) unter Abzug des 
Linolsaéure-Leerwerts (yl). 





























Zusatz EK 30° | 1h | 2 gh 4h 5h 
Cortison 1,5°10-3 |+ 41 |+ 82 [+177 |4+268 |+378 | +492 
Cortison + 
Cytochrome | 5-10-7|+ 40 |4+ 78 |+173 |+261 |+364 | +468 

& beset + 0 |—45%|—2,5%|—2,5% |— 3,5%| —59 
Cortison + 
Cytochrom ¢ 5-10-*|+ 51 |+101 |+193 {+278 |+381 | +473 
°/, Anderung der 249/| 4. 930/ 90/ | +.3.50/ 0 $.50/ 
Cortisonwirkung + Alt pit %oj/ +397 ~ ae 
Cortison + 
Cytochrom c 5-10-5]4112 {+170 |4+232 [+285 |+340 | +391 
Ss 
resent +174%|+107%|-+ 31%|+ 6%|— 10%!—20,5% 
Cortison 1,5-10-2 |4 21 |4+ 51 [+144 |+257 |+384 | +524 
Cytochrom c 5-10-4 |+168 |+210 |+247 |+262 |+269 | +273 
Cortison + 
Cytochrom c 5-10-4}4192 |4240 |+279 |+311 |+327 | +346 
o/ J 
Pikes ded +815%| + 371% + 98%]+ 21%|— 15%] —34% 


Fiigt man zu gleichen Mengen Cortison (1,5-10-%) gleichzeitig Cyto- 
chrom c in verschiedenen Konzentrationen zu, so wird, wie aus Abb. 4 
und Tab. 3 ersichtlich, die durch Cortison katalysierte Linolsiureoxyda- 
tion dureh 5-10-7 Cytochrom noch nicht beeinfluBt, durch 5-10-® Cyto- 
chrom in den ersten 3 Stdn. gesteigert, spiiter gehemmt, durch 5-10° 
Cytochrom anfanglich stark, in der Folgezeit abnehmend gesteigert, in 
der 4. und 5. Stde. dagegen gehemmt. Bei Zusatz von 5-10~-4 Cytochrome 
zu 1,5-10-* Cortison ist der zeitliche Oxydationsverlauf schon sehr ahn- 
lich dem von Cytochrom 5-10~‘ allein, und es ist offensichtlich, da mit 
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steigender Cytochromkonzentration das AusmaB und vor allem der zeit- 
liche Verlauf der Linolsiureoxydation (Abb. 4) durch eine konstante 
Cortisonmenge zunehmend im Sinne der Cytochrom c-Katalyse ver- 
indert wird. Es kann wohl aus diesem Befunde geschlossen werden, dab 
Art und Charakter der beiden Katalysen grundsitzlich verschieden sind. 


Cortison —Cytochrom c 
500 5 15*03 — 
¢ 15*10 + 59107 
15«10°3 + 5*10°§ 





Ll Q, 





15*10-7 + 5*10-° 





15*10°3 + 5*10-* 


500 





= 5*10-* 








2007 
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Abb. 4. Cytochrom c-Wirkung auf die Cortison-katalysierte Linolsiure-(5-10-%)- 

Oxydation in P.P.-Tween-Lisung. Mittelwerte abziiglich Linolsiure-Leerwerte. 
Abszisse: Stdn., Ordinate: O,-Verbrauch in sl. 


Besonders wichtig bleibt nun die Frage zu entscheiden, ob Metall- 
spuren, die entweder in dem Reaktionsgemisch vorhanden sind, durch 
Cortison in ihrem katalytischen Effekt beeinflu8t werden, oder ob durch 
das Cortison eingeschleppte Metallspuren allein oder gemeinsam mit 


_ dem zugefiigten Cortison von entscheidender Bedeutung sind. Da die 
_ analytische Feststellung von Metallen hier im Stich la8t, kann die Frage, 
_ ob Metallspuren bei der durch Corticoide gesteigerten Linolsiure- 
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oxydation eine Rolle spielen, bis zu einem gewissen Grade auf indirektem 
Wege beantwortet werden dadurch, dali Komplexbildner zum Reak. 
tionsmilieu zugesetzt werden, die die Metallspuren inaktivieren. 

Fiigt man zum Reaktionsgemisch der Linolsiure-Spontanoxy dation 


Komplexon* zu, so laBt sich die Spontanoxydation der Linolsiure | 
p I J 


(5-10-%) in der Tat It. Tab. 4 mit zunehmenden Konzentrationen Kom. 
plexon und nach langerer Zeit zunehmend aufheben. 


Tab. 4. Komplexon*-Wirkung auf die Spontanoxydation der Linolsaure. 











, °/, Sauerstoff-Verbrauch 

P bezogen auf die Linolsaure allein 
EK 1h Qh 3h | 4h 5h 
BROS vteetrcnen dhe 100 86 86 89 89 
MDE? onseare-qikers 100 88 76 70 66 
Bg os. 55. ss os iS: te 84 50 . 60 51 48 
3) |) re 84 44 50 48 43 
(fo J2 | i 67 40 48 41 38 
= MEyns ee or 50 24 25 25 25 
Ea in SORES 12 0 0 0 :0 

















Die hemmende Wirkung beginnt bei einer EK von 5-108, betrigt 
bei 10-® etwa 5% und ist bei etwa 10-4 komplett. Es fallt auf, da in 
Anbetracht der geringen Spontanoxydationswerte von etwa 50 wl Sauer- 
stoff relativ hohe Komplexondosen benétigt werden. Damit kann wohl 
als bewiesen angenommen werden, dafi Komplexon einen wichtigen Reak- 
tionsteiinehmer bei der Spontanoxydation der Linolsdiure, vermutlich 
Metallionen, hemmt. 

Wie eingangs erwihnt, katalysieren unter unseren Versuchsbedin- 
gungen von den gepriiften Metallen nur Cu-Ionen die Linolsaure- 
autoxydation. Katalysiert man die Linolsiureoxydation mit der dazu 
optimalen Cu?®-Konzentration von 8,4-:10-®, so kann bei Zusatz ver- 
schieden aquivalenter Mengen Komplexon gepriift werden, bei welcher 
Aquivalenz die Cu?®-Katalyse aufgehoben wird. 


Tab. 5. Aufhebung der Cu2® katalysierten Linolsiure(5-10~%)-Oxydation durch 
Komplexon in P.P.-Tween-Lésung abziiglich Linolsiure-Leerwerte. 























8,4-10~° Cu?® plus Kom- O,-Verbrauch in pl 
plexon-Zusatz aquival. : 
d. zugesetzten Cu2® Jb 2h 3h 4h 5h 
a ae 26 67 102 134 169 
1/, Aquivalent. ... . 23 48 72 99 124 
1/, aquivalent . . . . . 18 38 60 78 98 
2/, aquivalent ..... 0 0 0 0 0 


* Dinatriumsalz der Athylendiamin-tetraessigsaure. 
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Wie die Tab. 5 zeigt, hemmt eine der Kupferkonzentration !/, aqui- 
valente Komplexon-Konzentration die Cu2®-Katalyse um etwa 26% 
eine der Cu2®-Konzentration aquivalente Komplexonkonzentration um 
etwa 40%, eine der Cu®®-Konzentration zweifach aquivalente Kom- 
plexonkonzentration die Cu2®-Oxydation véllig, wobei in letzterem 
Falle auch die in obigen Werten zum Abzug gebrachte Linolsiure- 
autoxydation z.T. noch mitgehemmt wird. Es bedarf somit einer der 


Cu29-Konzentration nahezu 
Komplexon 











zweifach aquivalenten Kom- 

plexonkonzentration zur kom- 300 

pletten Hemmung der Cu®®. | » 1*10- 
Catalyse. = 

ae. = 5108 


Die Frage, ob auch bei 
der ,,Cortisonkatalyse‘ der 
Linolsiureoxydation Metall- 
ionen beteiligt sind, kann 20 
einerseits durch das gleiche 
Verfahren mittels Komplexon : J 
ermittelt werden, méglicher- 1" 1077 
weise aber auch durch die AI 
Feststellung, ob der Zusatz 100; ZA 
von Metallionen, deren kata- ee 
lytische Wirkung auf die el 
Linolsiureoxydation bekannt : 
ist, wie z. B. Cu2®, zum Corti- | eat , 
son-Linolsiuregemisch —_ana- = = 1% x. A 
loge Wirkung zeigt wie rela- of 
tiv gréBere Mengen Cortison. Stn — 

Versuche, die Cortison- Abb. 5. Aufhebung der durch Cortison 


“a : é : (5-10~*)-katalysierten Linolsaure-Oxy- 
katalyse mit verschiedenen dation durch Komplexon in P.P.-Tween- 























a 1*10~5 














Konzentrationen von Kom- Lésung. Mittelwerte abziiglich Linol- 
plexon zu_ beeinflussen, er- sdure-Leerwerte. 

gaben, wie aus Abb. 5 und Abszisse: Stdn., Ordinate: O,-Verbrauch 
Spalte 1 + 2 der Tab. 6 er- in yl. 


sichtlich, da Komplexon- 
konzentrationen steigend von 10-§ an die Cortison (5-10~-*)-Katalyse 
der Linolsiureoxydation zunehmend hemmen, und daB 7,5-10-* Kom- 
plexon dieselbe vollstiindig aufheben. 

Es ist daraus zu schliefen, daB bei der Cortisonkatalyse Metallionen 
beteiligt sein diirften. Mit Vorsicht kann daraus wohl auch auf die 
Konzentration der eventuell vorhandenen ,,Metalle‘‘ geschlossen werden, 
da anzunehmen ist, daB diese maximal bei der Aquivalent-K onzentration 
des angewandten Komplexons gelegen ist. Auf Cu-Ionen berechnet, 
wirde dies maximal einer Cu?®-Konzentration von 1,4-10-® ent- 
sprechen, de facto aber wohl /s dieser Konzentration, da It. Tab. 5 
zur Aufhebung der Cu-Katalyse in unserem Reaktionsmilieu zwei Aqui- 
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Tab. 6. Sauerstoffverbrauch in pl (abziiglich dem Linolséureeigenverbrauch) von 
Linolsiure (5-10-*) in 4 Stdn. bei Zusatz von: 











1 2 | 3 4 
+ Cortison |+Cortison + Cortison -+ Kom- + Metall*|+Cortison (5- 10-4) 
+Komplexon plexon + Metall* 
(5-10-*) | (7,5-1078) (510-4) (7,5 10-8) 
0/ o/ 
/ / 
pl O, pl O, EK y/ml wl O, {d. Norm pl d. Nori 
276 0 Cu2® = =2,8 280 100 324 117 
300 0 Coe? 2,6 203 68 305 100 
304 0 Ni#2® 2,6 100 33 302 100 
218 0 Fe® 2,5 93 43 211 96 
271 0 Feed 2, 90 33 259 95 




















* Die zugesetzte Metallionenmenge entspricht dem doppelten Aquivalent der im Versuchs- 
ansatz enthaltenen Komplexonmenge. 


valente Komplexon nétig sind. Die Konzentration von Metallionen ist 
somit als sehr gering anzunehmen. Aus den eingangs angegebenen Ver- 
suchen (Tab. 1) ergibt sich, daB keines der bisher gepriiften Metalle 
allein imstande ist, in derartigen Konzentrationen (auch nicht in héheren) 
die durch Cortison katalysierte Reaktion nachzuahmen. Vielmehr weisen 
die Befunde darauf hin, daB der Kombination Cortison-Metallionen be- 
sondere katalytische Eigenschaften zukommen. 

Es bleibt somit die Frage zu entscheiden, ob Zusatz verschiedener 
Mengen verschiedener Metalle zu Cortison-Linolsiuregemischen eine 
Verstaérkung der Cortisonkatalyse hervorzurufen vermag. Dies ist uns 
erst nach zahlreichen negativen Versuchen unter bestimmten Versuchs- 
bedingungen mit Cu-Ionen, nicht mit anderen von uns gepriiften Metall- 
ionen, gelungen. Bei Verwendung von Puffersubstanzen, mit denen die 
Spontanoxydation der Linolsiiure nur sehr gering ist (die also nur wenig 
Metallionen enthalten), verursachen kleine Konzentrationen von Cu* 
einerseits, relativ geringe Konzentrationen Cortison andererseits, zu 
Linolsdure zugesetzt nur einen maiBig starken Sauerstoffmehrverbrauch. 
Zusatz beider Komponenten ergibt, wie am folgenden Beispiel ersicht- 
lich, einen Sauerstoffmehrverbrauch, welcher die Summe der Einzel- 
versuchswerte deutlich iibersteigt : 





O.-Mehrverbrauch 














Zusatz Menge 
pro ml jh Qh 3h 4h 5b 
i ae a ale ge ae 2,7 y 1,4 8,5 25 46 68 
Cortison . .. | 50,0 y 4 13 28 47 65 
Summe beider. ... . 5,4 21,5 53 93 133 
Cu?® plus Cortison . . . 20 58 101 155 212 
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Andere Konzentrationsverhaltnisse Cu/Cortison sind nach bisher 
vorliegenden Befunden ungiinstiger oder erfolglos und die Verwendung 
von Puffersubstanzen anderer Herkunft mit héheren Autoxydations- 
werten fiir Linolsiure verschlechtert oder verhindert den Kombinations- 
effekt. 

Um festzustellen, ob der Zusatz von Metallionen auch die durch 
Komplexon vollstandig gehemmte Cortisonkatalyse wieder herzustellen 
vermag, haben wir Cu?® und einige andere ausgewihlte Metallionen 
in doppelter komplexon-iiquivalenter Konzentration dem Reaktions- 
gemisch von Linolsiure und Komplexon zugesetzt. 





Abb. 6. Reversibilitét der durch Kom- — 59 
plexon blockierten Cortisonkatalyse mit- 


tels verschiedener Metallionen. 
2D: 








ne fr?s., 
a V8 ag 
Cortison + mes 


Wie aus Abb. 6 und Spalte 3 der Tab. 6 ersichtlich, sind unter den 
zu Komplexon zugesetzten Metallionen Cu-Ionen imstande, die durch 
Komplexon blockierte Cortisonkatalyse zu 100% wieder herzustellen, 
Co*®-Ionen vermégen: dies nur zu 70%, Ni?®-, Fe®®- und Fe?®-Ionen 
nur zu etwa 30—40%, wobei diese Metallionenkonzentrationen die 
Cortisonkatalyse der Linolsiure (ohne Komplexon) nicht beeinflussen 
(Spalte 4, Tab. 6). 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Cortisonkatalyse der 
Linolsiureoxydation unter der Voraussetzung eines nur geringen Metall- 
ionengehaltes des Puffermilieus und giinstiger Konzentrationsverhilt- 
nisse durch Cu-Ionen gesteigert werden kann, durch Blockierung der 
Metallionen, z. B. mit Komplexon, aufgehoben wird, durch Zugabe von 
Cu-Ionen aber wieder vollstaindig hergestellt werden kann. Zur Auf- 
hebung der Komplexonhemmung kénnen die Cu-Ionen durch andere 
gepriifte Metallionen nicht vollwertig, sondern nur zum Teil ersetzt 
werden. 
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Diskussion 


Die vorgelegten Befunde sind zunachst insofern interessant. als 
einige Corticoide, in erster Linie und besonders stark Cortison, etwa 
1/, so stark Hydrocortison, Fluor-hydrocortison und 11-Dehydro-corti- 
costeron sowie auch etwas 17-Oxy-11-desoxy-corticosteron die Autoxy- 
dation der ungesittigten Linolsiure in vitro katalysieren, wihrend andere 
Corticoide und die Acetate der wirksamen Corticoide praktisch unwirk- 
sam sind. Dabei handelt es sich um eine nichtenzymatische, katalytische 
Reaktion in vitro mit zwei kérpereigenen Stoffen, von denen der eine, 
das Substrat, eine ungesittigte Fettsiure ist, wihrend der zweite Part- 
ner ein Hormon der Nebennierenrinde und als solches in vivo ein Wirk- 
stoff ist. Weiterhin ist die katalytische Wirkung der verschiedenen 
Corticoide in vitro different, wie deren Wirkung auch in vivo zu sein 
scheint. Wenn fiir diese Reaktion vor allem die chemische Konstitution 
der untersuchten Steroide von Bedeutung ist, so besteht kein Zweifel. 
da8 nur eine ganz besondere chemische Konstitution sie erméglicht. 
Bestimmte Substitutionsanordnungen an den C-Atomen 11, 17 und 21 
kénnen sich als Voraussetzung der katalytischen in-vitro-Wirkung 
deuten lassen. Daneben sind aber auch physikalisch-chemische Eigen- 
schaften der verschiedenen Corticoide fiir deren Polaritats-, d. h. Lés- 
lichkeitsverhaltnisse und damit eventuell indirekt fiir die katalytische 
Wirkung in Betracht zu ziehen. 

Fir das Zustandekommen der katalytischen Wirkung von Cortison 
auf die Linolsiureoxydation in vitro konnten einige Anhaltspunkte ge- 
funden werden, dahingehend, da die Linolsiureautoxydation wie auch 
die Cortisonkatalyse derselben an das Vorhandensein von ,,Metallionen“ 
gebunden ist, wenn man ihre Aufhebung durch Komplexon als einen 
zwingenden Beweis hierfiir betrachtet. Der relativ geringe Bedarf an 
Komplexon zur Aufhebung der Cortisonkatalyse im Vergleich zur 
nétigen Komplexonmenge, um eine wesentlich schwachere Metallkatalyse 
aufzuheben, zeigt, daB Cortison und z.T. auch andere Corticoide be- 
wirken, daB Spuren in der Lésung vorhandener Metallionen Linolsiure 
wesentlich stirker katalysieren, vielleicht dadurch, daB ein Cortison- 
Metallionenkomplex katalytisch wirksamer ist. 

Unter den von uns gepriiften Metallen kommt den Cu-Ionen die 
groBte Bedeutung als zusitzlicher Faktor bei der Cortisonkatalyse zu. 
Das ergibt sich einerseits daraus, daB unter den besonderen Bedingungen 
eines giinstigen Puffermilieus und bestimmter Konzentrationsverhilt- 
nisse die Cortisonkatalyse durch Cu2® verstirkt werden konnte, nicht 
aber durch andere gepriifte Metalle. Des weiteren konnte nach Ent- 
fernung der Metalle mittels Komplexon aus der Reaktionslésung die 
dann trotz Anwesenheit von Cortison voéllig aufgehobene Oxydations- 
katalyse der Linolsiure nur durch Cu2® vollstindig wiederhergestellt 


werden. Co-Ionen vermégen dies nur zum Teil, andere Ionen in noch 


geringerem AusmaBe. 
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| ds ist daher anzunehmen, daB fiir die katalytische Wirkung von 

_  Cortison auf die Linolsiureoxydation ein Cortison-Cu2®-Komplex ver- 
als ' antwortlich ist, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, daB andere. 
“a | pisher nicht gepriifte Ionen ebenfalls gleich wirksame Cortisonkomplexe 
= w zu bilden vermégen. 
xy- & 
ere J 
rk. & Zusammenfassung 
che Es werden Untersuchungen iiber die Wirkung verschiedener Corti- 
ne. | coide auf die Autoxydation einer ungesittigten Fettsiure, der Linol- 
wt- |) — siure, in vitro beschrieben. 
irk. & Es wurde gefunden, daB Cortison die Autoxydation der Linolsiure 
nen — in vitro stark beschleunigt. Hydrocortison, Fluorhydrocortison und 11- 
ein | Dehydro-corticosteron férdern etwa 1/, so stark wie Cortison, 17-Oxy- 
ion 1]1-desoxy-corticosteron noch nachweisbar, waihrend andere untersuchte 
fel. |  Corticoide sowie alle mit Essigsiiure veresterten unwirksam sind. 
ht. Bei der ,,Cortisonkatalyse“ der Linolsiureoxydation werden etwa 
21 [| 3 Atome Sauerstoff pro Mol. Linolsiure verbraucht. 
ung Die mit Cortison katalysierte Oxydation unterscheidet sich in ihrem 
ren- zeitlichen Verlaufe von der mit Cytochrom c katalysierten Oxydation. 
As- Bei geringer Linolsiure-Spontanoxydation im verwendeten Milieu 
che | wird die durch geringe Mengen Cortison katalysierte Reaktion durch 

Spuren Kupfer, nicht aber durch andere Metalle, iiber die Summe der 
ison durch entsprechende Mengen Cu2® oder Cortison allein erreichbare 
ge- Beschleunigung gesteigert. 
uch Durch Komplexon wird die durch Cortison (wie die durch Kupfer) 
en“ beschleunigte Oxydation der Linolsiure vollstindig gehemmt. Die so 
nen gehemmte Reaktion kann durch Zusatz von Kupferionen wieder villig 
an hergestellt werden, andere Ionen sind weniger oder kaum reaktivierend 
zur wirksam. 
lyse Es ist daher anzunehmen, daB ein Cortison-Cu2®-Komplex fiir 
be- die beschriebene Reaktion verantwortlich ist. 
vure 
ei Summary 
& Investigations are described concerning the action of various corti- 
<< coids on the autoxidation in vitro of the unsaturated fatty acid, lino- 
gen leic acid. 
hilt. P It was found that cortisone markedly accelerates the autoxidation 
richt | of linoleic acid in vitro. The effect of hydrocortisone, fluorohydro- 
Ent- | cortisone and 11-dehydrocorticosterone is approximately half that of 
r die cortisone while the effect due to 17-hydroxy-11-desoxy-corticosterone 
ions: | _—is just detectable. Other corticoids investigated and all those esterified 
stellt |. | With acetic acid are inactive. 
noch F In the ,,cortisone catalysis‘ approximately 3 atoms of oxygen are 
consumed per mol. of linoleic acid. 
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The course of the cortisone catalysed oxidation differs in its time 
relationship from that of the oxidation catalysed by cytochrome c. 

The reaction catalysed by small amounts of cortisone is accelerated 
by traces of copper when only slight spontaneous oxidation of linolcic 
acid takes place in the medium employed. The acceleration, which is 
not produced by other metals, is greater than achieved by means of 
corresponding amounts of Cu?® or cortisone. 

The oxidation of linoleic acid accelerated by cortisone or by copper 
is completely inhibited by complexone. The reaction which has been 
inhibited in this way can be completely restored by the addition of 
copper ions. Other ions have a lower reactivating effect or hardly any 
effect. It may thus be assumed that a cortisone-Cu®©-complex is 
responsible for the reaction described. 
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Uber den Stoffwechsel von L-Serin durch Escherichia coli 
Von 
C. Lenti und M. A. Grillo 


Aus dem Institut fiir Biochemie der Universitat Sassari (Italien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1955) 





Wihrend seit langem bekannt ist, da DL-Serin durch Escherichia 
coli sehr rasch desaminiert wird, ist man tiber den Gang dieser Reaktion 
noch im unklaren. 

Als Gale und Stephenson! die Desaminierung der Aminosdure 
durch Messung des Ammoniaks verfolgten, das von einer Suspension 
der ruhenden Bakterien gebildet wurde, bemerkten sie, daB die Reaktion 
nicht nur aerob, sondern auch anaerob leicht vor sich geht und sich 
somit von der oxydativen Desaminierung unterscheidet. Sie beobachteten 
iiberdies, daB mit dem Altern der Bakterien in der Suspension ihre 
desaminierende Tatigkeit abnahm; die Abnahme konnte jedoch durch 
Zusatz von Adenylsaure und reduzierenden Verbindungen wie Glutathion 
vethindert werden. 

Chargaff und Sprinsen? deuteten den Mechanismus der Des- 
aminierung als eine Dehydratation der Aminosiure zu Aminoacryl- 
siure, auf die eine natiirliche Hydrolyse dieser Aminosiure zu Brenz- 
traubensiure und Ammoniak folgt. Sie hatten nimlich durch Messung des 
abgespaltenen Ammoniaks bewiesen, daB die Desaminierung der Amino- 
siure durch Behandlung der Suspensionen von £. coli mit Toluol 
gehemmt wurde, wenn der Hydroxyl-Wasserstoff des Serins ersetzt ist 
(die Bakterien wirken in der Tat nicht auf L-Phosphoserin, DL-O- 
Methylserin, DL-O-Athylserin und Phosphatidylserin) und sie hatten 
als Desaminierungsprodukt von Serin Brenztraubensiure isoliert. 

Ein Mechanismus, welcher der durch Enolase katalysierten: Um- 
wandlung der 2-Phosphoglycerinsiure zu Phosphoenolbrenztrauben- 
siure ahnlich ist, ist von Binkley*® vorgeschlagen worden, der bemerkt 
hatte, da die durch Dialyse hervorgerufene Inaktivierung der Spaltung 
des Serins in passenden Priparaten von Z£. coli, durch Zusatz von 
einigen Kationen (Zn, Mg, Mn) aufgehoben wird und daB dieselben Pri- 
parate, die dialysiert und inaktiviert wurden, durch Fluorid und Cyanid, 
wie bei der Enolase, gehemmt werden. 


1 EK. F. Gale u. M. Stephenson, Biochem. J. 82, 392 [1938]. 

2 KE. Chargaff u. D. B. Sprinson, J. biol. Chemistry 148, 249 [1943]; 151, 
273 [1943]. ; 

3 F, Binkley, J. biol. Chemistry 150, 261 [1943]. 
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Metzler und Snell‘ haben unlangst festgestellt, daB Pyridoxal- 
phosphat bei der Spaltung des D-Serins durch Praparate von £. coli 
beteiligt ist und haben fiir das von Chargaff und Sprinson angegebene 
Schema der Desaminierung des Serins, die Bildung einer Schiffschen 
Base zwischen Serin und Pyridoxalphosphat vorgeschlagen. 

Der eine von uns® hat jedoch mit ruhenden Suspensionen von 
Escherichia coli beweisen kénnen, da8 Ammoniak und Brenztraubensiure 
sich nur aerob aus DL-Serin bilden; anaerob hat er dagegen nie neben 
Ammoniak Brenztraubensiure oder andere Ketosiiuren gefunden. Die 
Ergebnisse dieser Versuche sprechen gegen die Formulierungen von 
Chargaff und Sprinson und auch von Binkley und von Metzler 
und Snell. Wir haben daher die Spaltung des L-Serins durch E. coli 
erneut untersucht und erbringen im folgenden einen strengen Beweis 
dafiir, daB die Aminosiure anaerob desaminiert wird und daB nur die 
Verbindung, die auf diese Weise gebildet wird, ausschlieBlich aerob 
Brenztraubensiure _liefert. 


Methodik 


Die Versuche wurden mit einem Stamm von Z£. coli, der im Laboratorium 
isoliert worden war, ausgefiihrt. Die Bakterien wurden in 50 ml Nahrlésung (1000 ml 
Wasser, 10 g Pepton, 5 g Fleischextrakt, 5 g NaCl, pu 7,2) angesetzt und 20 Stdn. 
im Brutschrank bei 37° gehalten. Die Bakterienmasse wurde dann bei 0° abzentri- 
fugiert, mit 0,15-m. NaCl gewaschen und endlich gleichmaBig in 0,15-m. Natl 
suspendiert, welcher !/, ihres Volumens 0,07-m. Phosphatpuffer (pH 8,3) zugefiigt 
worden war. 

Fiir gewéhnlich bestand der Versuchsansatz aus 1 ml der Bakteriensuspen- 
sion, 0,5 ml Wasser oder der Lésung, welche die zu priifenden Substanzen enthielt 
und 0,5 ml 0,02-m. Serin. Die Versuche wurden in Thunberg-Réhren (Rauminhalt 
50 ml) mit Seitenarm, in welchen das Substrat hinzugefiigt wurde, ausgefiihrt. 
Unter aeroben Bedingungen bestand der Gasraum aus athmospharischer Luft. 
Fiir die Versuche unter anaeroben Bedingungen wurde der Druck in den Réhren 
mit Olpumpe bis auf ungefahr 10 Torr 3 Min. lang erniedrigt ; dann wurde mit reinem 
Stickstoff aufgefiillt und abermals evakuiert. Das Verfahren wurde dreimal wieder- 
holt. Die Versuche wurden im Thermostaten bei 37° durchgefiihrt; nach 10 Min. 
wurde der Inhalt des Seitenarmes in den Hauptraum umgekippt, sodann 30 Min. 
sich selbst iiberlassen. In jedem Falle wurden Doppelbestimmungen gemacht. 

Die quantitativen Analysen wurden nach folgenden Methoden ausgefiihrt: 
Ammoniak nach Braganca, Quastel und Schucher®, Brenztraubensaure 
nach Lu’? und nach der von v. Euler, Schlenk und Hégberg® abgeanderten 
Methode, Serin nach Frisell, Meech und Mackenzie’. 

Die Praparate bezogen wir von folgenden Firmen: L-Serin von General 
Biochemicals, Inc., Chagrin Falls (USA), p-Chlormercuribenzoesiure und 
Adenosintriphosphat von Sigma Chemical Comp., St. Louis (USA), reduziertes 


4D. E. Metzler u. E. E. Snell, J. biol. Chemistry 198, 353, 363 [1952]. 

5 C, Lenti, Arch. Sci. biol. 36, 61 [1952]. 

6 B. M. Braganca, J. H. Quastel u. R. Schucher, Arch. Biochem. Bio- 
physics 52, 18 [1954]. 

7 G. D. Lu, Biochem. J. 38, 247 [1939]. 

8 H. v. Euler, F. Schlenk u. B. Hégberg, Upsala Lakareféren. Forh. 4. 
301 [1939]. 

® W. R. Frisell, L. A. Meech u. C. G. Mackenzie, J. biol. Chemistry 207, 

709 [1954]. 
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Glutathion und Pteroylglutaminsiure von Hoffmann La Roche (Basel), 2.3- 
Dimercapto-propanol von Pierre] (Milano), Diathyldithiocarbaminat und o-Phe- 
nanthrolin von E. Merck, Darmstadt, Versene (athylendiamin-tetraessigsaures 
Natrium) von British Drug Houses Ltd., London, 8-Oxy-chinolin von CIBA, 
Basel, Coenzym A von Pabst Laboratories Milwaukee (USA), Chinacrin von 
Winthrop-Stearns Inc., New York, o-Jodosobenzoesiure wurde im Labora- 
torium hergestellt, Pyridoxalphosphat wurde uns von Herrn Dr. W. W. Umbreit 
iiberlassen, dem wir bestens danken. 


Ergebnisse 


I. Verlauf der Serinspaltung unter aeroben 
und anaeroben Bedingungen 
Wie Tab. 1 zeigt, stehen gebildetes Ammoniak und Verschwinden 
des L-Serins im molaren Verhaltnis. Im allgemeinen wird die Amino- 
siure unter unseren Versuchsbedingungen in 60 Min. ginzlich desaminiert. 
Die Desaminierung entspricht der Kinetik einer monomolekularen 
Reaktion. 


Tab. 1. Verhaltnis zwischen Ammoniakbildung aus L-Serin und Verschwinden der 
Aminosaure unter anaeroben Bedingungen. 


Versuchsansaétze: 1 ml Bakteriensuspension; je 0,5 ml 0,02-m L-Serin oder 

Wasser; 0,5 ml Wasser. 
Versuchsdauer in Min 
Gebild. NH, in ug 

Serinabbau in % 

Unter anaeroben Bedingungen kann man neben Ammoniak keine 
Bildung von Carbonylverbindungen, weder durch die Reaktionen mit 
Fuchsin, noch durch solche mit Malachitgriin, Hydrogensulfit, p- 
Phenylendiamin!°, Phenylhydrazin, 2.4-Dinitrophenylhydrazin, 2.3.5- 
Triphenyl-tetrazoliumchlorid ™ nachweisen. Auch die Versuche, etwaiges 
Enol mit Brom und Kaliumjodid!® sowie jene von ungesiittigten Ver- 
bindungen mit Diazomethan nachzuweisen, verliefen negativ. AuBerdem 
sind wiederholte Bestimmungen von Glycin nach Alexander, Land- 
wehr undSeligman?’, von Formaldehyd nach Edwards und Kellie®, 
von Athanolamin nach Burmaster™, von Formamid nach Magasanik 
und Bowser?®, von Glycerinsiure nach Rapoport!® aerob und anaerob 
erfolglos geblieben, Verbindungen die sich theoretisch unter anaeroben 
Bedingungen aus L-Serin hiitten bilden kénnen; dabei hatten sie sehr 
leicht nachweisbar sein miissen, da die Bakteriensuspension sie nicht 
spalten kann. 


10 F. Feig], Spot Tests, vol. II, Elsevier, New York a. Houston (1954). 

1! N. D. Cheronis, Micro and Semimicro Methods, in vol. VI, Technique of 
Organic Chemistry, Interscience, New York a. London (1954). 

 B. Alexander, G. Landwehr u. A.M.Seligman, J. biol. Chemistry 
160, 51 [1945]. 

8 R. W. H. Edwards u. A. E. Kellie, Biochem. J. 56, 207 [1954]. 

“C.F. Burmaster, J. biol. Chemistry 165, 1 [1946]. 

‘5 B. Magasanik u. H. R. Bowser, J. biol. Chemistry 218, 571 [1955]. 

16 §. Rapoport, Biochem. Z. 289, 406 [1936]. 
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Sobald Serin im anaeroben System nicht mehr nachweisbar ist und 
Ammoniak seine maximale Konzentration erreicht hat, werden Carbonyl. 
verbindungen leicht nachweisbar, wenn die Reaktion nunmehr auf 
aerob umgestellt wird. Brenztraubensiure ist jetzt leicht zu erkennen 
und miihelos nachzuweisen. 

In einem typischen Versuch wurde 1 g Bakterienmasse, die durch Zentrifu- 
gieren aus einer 20-Stdn.-Nahrlésung erhalten worden war, in 10 ml 0,15-m. NaCl. 
Lésung, die zu 1/,; ihres Volumens 0,07-m. Phosphatpuffer (pH 7,35) enthielt, 
suspendiert und in eine Thunberg-Réhre mit Seitenarm, der 1 ml 0,05-m. L-Serin 
enthielt, gegeben. Man kippte das Substrat anaerob in den Hauptraum um und 
hielt die Réhre im Thermostaten 45 Min. bei 37°. Sodann fiillte man sie mit Luft 
und belieB sie noch 15 Min. im Thermostaten. Jetzt enteiweiBte man mit Trichlor. 
essigsiure und zentrifugierte die Suspension; die klare abgetrennte Lésung wurde 
durch Zusatz von NaOH auf pu 7 gebracht, ein gleiches Volumen einer gesattigten 
Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. HCl zugefiigt und 24 Stdn. in den 
Eisschrank gestellt. Der entstandene Niederschlag wurde auf Jenaer Glasfilter 
10G4 gesammelt, mit n-HCl und dest. Wasser gewaschen und im Vak. iiber 
P,0, getrocknet. Die zitronengelbe Substanz schmolz nach wiederholtem Un. 
kristallisieren aus Methanol bei 213° (Zers.) und gab keine Depression mit Brenz- 
traubensaure-2.4-dinitrophenylhydrazon (Schmp. 214°). 

Die von Zeit zu Zeit ausgefiihrten quantitativen Bestimmungen der 
Brenztraubensiure, in Versuchen, die anaerob begonnen und aerob 
fortgesetzt wurden, nachdem das Serin verschwunden und die Ammoniak- 
konzentration am gréBten war, beweisen deutlich (Tab. 2) zuerst eine 
fortschreitende Zunahme der Konzentration der Ketosiure, dann eine 
stufenweise Verminderung und zuletzt ein giinzliches Verschwinden durch 


oxydative Spaltung. Der Proze8 ist deutlicher, wenn man wahrend der 
aeroben Phase Arsenit als Oxydationshemmstoff der Ketosaure hinzufiigt. 


Tab. 2. Aerobe Bildung von Brenztraubensiure, nach Verschwinden des Serins und 
der unter anaeroben Bedingungen erreichten héchsten Konzentration des Ammo- 
niaks. 


Versuchsansatze: Wie bei Tab. 1 beschrieben; nach 45 Min. fiillt man die 
Thunberg-Réhre mit Luft, fiigt 0,5 m/ 0,01-m. Arsenit oder Wasser hinzu und 
setzt den Versuch 40 Min. lang fort. 

Versuchsdauer in Min 5 10 20 30 
Gebild. Brenztraubensaure in yg 


ohne Arsenit 0 38 22 2 
mit Arsenit 0 : 51 68 76 


Aus unseren Versuchsergebnissen geht klar hervor, daB das L-Serin 
anaerob desaminiert wird und die Brenztraubenséure sich aus der s0 
gebildeten Verbindung nur aerob bildet, daB also das von Chargaff 
und Sprinson vorgeschlagene Schema nicht zu Recht bestehen kann. 


II. Desaminierung des L-Serins 
unter anaeroben Bedingungen 


Unter anaeroben Bedingungen ist die Geschwindigkeit der Desami- 


nierung des L-Serins direkt proportional der Konzentration der Bak- 
teriensuspension, wenn die anderen Faktoren konstant bleiben (Abb. 1). 
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Verschieden sind dagegen die Beziehungen der Substratkonzentration 
mr Reaktionsgeschwindigkeit. Mit L-Serin-Konzentrationen von 
0,0025-m. bis 0,05-m. bleibt die Desaminierung konstant, das heiBt, 
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Abb. 2. Substratkonzentrationsabhangigkeit der Desaminierungsgeschwindigkeit 
des u-Serins. 








et Abb. 3. Desaminierung des 
L-Serins bei verschiedenem px. 
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die Reaktion ist von der nullten Ordnung (Abb. 2). 

Das pu-Optimum der Reaktion liegt bei 9,1 (Abb. 3), sowohl mit 
0,143-m. Veronal-Acetat-Puffer als auch mit 0,2-m. Boratpuffer. Mit 
ersterem Puffer ist aber die Desaminierungsgeschwindigkeit geringer als 
mit dem zweiten. 
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Die Lage des pu-Optimums hingt nicht von der Substratkonzen. 
tration ab, wenn sie zwischen 0,0025-m. und 0,01-m. liegt. 

Die Temperatur, innerhalb welcher sich die desaminierende Wirkung 
der ruhenden Suspensionen von ZL. coli abspielt, kann zwischen 7—17° 
und 67—77° liegen. Temperaturanstieg beschleunigt die Reak'ions. 
geschwindigkeit bis 47° (optimale Temperatur). Eine weitere Temperatur- 
zunahme vermindert die Reaktionsgeschwindigkeit (Abb. 4). 
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Zwischen 17° und 47° nimmt der Temperaturkoeffizient der Desa- 
minierung mit dem Temperaturanstieg ab: 
Koq/17 = 2,6, Kgz/o7 = 2,1, Kaz/37 = 1,5. 
Fiigt man einige mit Thiolgruppen reagierende Verbindungen den 
Versuchsansatzen zu, so wird der Desaminierungsablauf in verschiedenem 
Grade gehemmt (Tab. 3). Vollstindig hemmen 1,4 - 10~4-m. p-Chlor- 


Tab. 3. Beeinflussung der Desaminierung des L-Serins unter anaeroben Be- 
dingungen durch Verbindungen, die mit Thiolgruppen reagieren. 
Versuchsansatze: 1 ml Bakteriensuspension; je 0,5 ml 0,02-m. L-Serin; je 
0,5 ml der Effektorlésung oder Wasser. 








cae mol. Konzen- Ms 
Inhibitor tration Hemmung 
p-Chlormercuribenzoat 1,4- 10-4 100 
p-Chlormercuribenzoat 0,7 - 10-4 69 
p-Chlormercuribenzoat 1,4- 10-5 13 
o-Jodosobenzoat . 3,8 - 10-4 100 
o-Jodosobenzoat . . 3,8 -10-* 2 
Nitroprussid .... . 2,5 - 10-3 46 
Jodacetamid. ... . 5,4- 10-4 65 
Jodacetamid. ... . 5,4- 10-5 38 
Jodessigsiure. . .. . 5,4- 10-4 34 
Jodessigsiure 5,4- 10-5 0 
| 9,0- 10-5 38 
Arsenit ..... 4,5- 10-5 10 
Aromit. we 4,5- 10-6 0 








mercuribenzoat und 3,8-10-4-m. o-Jodosobenzoesiure, bedeutend 
5,4 -10-4-m. Jodacetamid, schwacher, aber noch deutlich 5,4 - 10-4-m. 
Jodessigsiure, 9,0-10-5-m. Arsenit und 2,5 - 10-*-m. Nitroprussid. Die 
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yom 7 - 10~°-m. p-Chlormercuribenzoat bewirkte Hemmung wird durch 
2-10-*-m. 2.3-Dimercapto-propanol teilweise aufgehoben, die von 
3,8-10-5-m. o-Jodosobenzoesiure durch 1,4 -10-%-m. Ascorbinsiure. 
Die Wirkung von 5,4-10-5-m. Jodacetamid wird durch 8 - 10-4-m. 
reduziertes Glutathion vollstandig aufgehoben (Tab. 4). Diese Beobach- 
tungen machen die Teilnahme von Thiolgruppen bei der L-Serin-Des- 
aminierung wahrscheinlich. Die Hemmung des Prozesses durch Hg?®, 
Cu2®, Cd?®, Zn?®, Co?® (Tab. 6) stiitzen diese Vermutung. 


Tab. 4. Reversibilitat der Hemmung der Desaminierung des L-Serins durch Ver- 
bindungen, die mit den Thiolgruppen reagieren, unter anaeroben Bedingungen. 

Versuchsansétze: 1 ml Bakteriensuspension; je 0,5 ml 0,02-m. L-Serin; je 
0,25 ml 5,6 - 10-4-m. p-Chlormercuribenzoat oder 3 - 10-4-m. o-Jodosobenzoesaure 
oder 4,3 - 10-4-m. Jodacetamid oder Wasser; je 0,25 ml 1,6 - 10-?-m. Dimercapto- 
propanol oder 1,1-10~*-m. Ascorbinsiure oder 6,4-10~%-m. Glutathion oder 
Wasser. 




















Inhibitor mol. Konz. Enthemmer mol.Konz. | Hem- 

mung 
p-Chlormercuribenzoat . 7-10-5 _ —_ gi 

p-Chlormercuribenzoat . 7:10-5 {| 2.3-Dimercapto- 

-propanol 2+ 10-* 38 
o-Jodosobenzoesaure. . 3,8 - 10-5 —_ — 33 
o-Jodosobenzoesaure. . 3,8: 10-5 | Ascorbinséure 1,4- 10-3 18 
Jodacctamid . .... 5,4-10-5 — _ 30 
Jodacetamid . . ... 5,4: 10-5 | Glutathion 8- 10-4 0 


Auch gewisse VerLindungen, Tab. 5. Wirkung von Hg?®, Cu*®, Cd?@, 


die mit Metallen reagieren, hem- 2%*® Co*®, Fe’® und Mn®® auf die 
Desaminierung des L-Serins unter an- 








men die anaerobe Desaminierung aeroben Bedingungen. 
des L-Serins. Besonders ausgepragt Versuchsansitze: Mit je 0,5 ml der Inhi- 
solche, die mit Metallen Chelate bitorlésung wie bei Tab. 4. 
bilden: sie ist total mit 1-10-%- 
m. Diithyldithiocarbaminat, sehr y,hibitor mol. Yo 
stark mit 1-10-®-m. Athylendia- Kousentration| Hemmung 
min-tetraacetat (Versene), 1-10-%- Hg? 8 - 10-6 100 
m. 8-Oxy-chinolin und 1 - 10-%-m. Cu2@ 3 -10-4 100 
o-Phenanthrolin. 3-10-*-m. Pyro- — Cute es 53 
phosphat und 1 -10-%-m. Citrat sind pg : : 3 7 
dagegen wirkungslos. MaiBig ist die = 7,26 3 - 10-4 100 
Hemmung mit 1-10-°-m. Azid und =—s Zn?@ 2 -10-4 85 
7-10-%-m. Cyanid (Tab. 6). mare 1,5-10~¢ 74 
Der Hemmeffekt durch 4,7- 45° a 4 
” : . “o Cd? 2,3 - 10 100 
10-°-m. Versene, 2,2-10-4-m. Di- Co2® 2,5 + 10-3 76 
ithyldithiocarbaminat, 3,4-10-4-m. Co? 6,2 - 10-4 63 
8-Oxy-chinolin und 4,2-10-4-m. — Fe?® 1,8- 10-4 0 
Mn?® 2,2 - 10-4 0 








o-Phenanthrolin ist durch den Zu- 
satz von 9,4-10-3-m. bzw. 4,4-10-4-m., 6,8-10-4-m. und 8,4-10-4-m. 
Mg?®, Mn2©, Ca? nicht aufhebbar. 
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Tab. 6. Beeinflussung der Desaminierung des L-Serins unter anaeroben Bedin. 
gungen durch Verbindungen, die mit Metallen reagieren. 


Versuchsansatze: wie Tab. 5. 














Inhibitor oo A) 
zentration | Hemmung 
i ee . saa: 94 
Wermmb . ses we 4 -10-3 40 
os nal ae ea la mae al ae 2,7 ° 10-3 32 
Wermpeme . . . . ... 1,3 - 10-3 27 
Wereone . | 10 25 
Diathyldithiocarbaminat 1 Sap 100 
Diathyldithiocarbaminat 3,6 - 10-4 68 
Diathyldithiocarbaminat 7,2 - 10-5 57 
8-Oxy-chinolin. . . . A §0r* 88 
8-Oxy-chinolin. . . . 5 -10-4 70 
o-Phenanthrolin L +30"? 63 
Pyrophosphat 1 -10-3 0 
COS See 1 + 0 
eal A Sale a 1 10-4 36 
Cyanid ....... 7 10-5 27 
Upper i ar rama 2 ~ae-* 0 


Stoffe, die mit Carbonylverbindungen reagieren, wie 4-10-*-m. 
Semicarbazid, 2-10-°-m. Dimedon, 1-10-?-m. Hydrogensulfit und 
3,3-10-*-m. oxalsaures Phenylhydrazin beeinflussen die Desaminierung 
des Serins nicht. ; 

Deutlich nimmt die Ammoniakbildung aus der Aminosiure zu bei 
Zugabe eines waiBrigen Hefe-Extraktes, der nach Blakley? die durch 
ein Taubenleber-Praparat katalysierte Umwandlung Serin — Glycin, 
aktiviert. Wirkungslos sind 1-10~°-m. Pteroylglutaminsiure, 1,3-10-* 
m. Pyridoxalphosphat, 4 - 10-%-m. Adenosintriphosphat und 6 - 10~4-m. 
Coenzym A. 

Die Versuche wurden mit je 0,2 mil Hefe-Extrakt (trockene Hefe wird mit 
5 Tin. Wasser gemischt, die Mischung 1 Min. gekocht und zentrifugiert, das Uher- 
stehende wird fiir die Proben verwendet), wie bei Tab. 4 beschrieben, angesetzt. 
Wahrend bei der Kontrolle mit Wasser 58 ug NH, nachweisbar waren, betrug der 
NH;-Wert bei den Versuchen mit Hefe-Extrakt 93 ug. 


III. Aerobe Bildung von Brenztraubensaure 
aus dem anaeroben Desaminierungsprodukt des L-Serins 


Versetzt man anaerob desaminierte Ansitze nach Versehwinden 
des L-Serins und zur Zeit der héchsten Ammoniakkonzentration mit 
Arsenit, als Inhibitor der Brenztraubensiure-Oxydation, und mit 
Pufferlésungen von verschiedenem py und hilt sie noch 10 Min. bei 
37° unter aeroben Bedingungen, so ist das Optimum bei pu 74 
(Abb. 5) erreicht. 

Unter denselben Bedingungen, bei pu 7,4, bleibt die Reaktions- 
geschwindigkeit durch die folgenden Verbindungen, die mit Thiol- 


17 R. L. Blakley, Biochem. J. 58, 448 [1954]. 
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gruppen reagieren kénnen, unbeeinfluBt: 1,4-10~*-m. p-Chlormercuri- 
benzoat, 3,8-10-*-m. o-Jodosobenzoesiure, 5,4-10-4-m. Jodacetamid, 
5.4°10-4-m. Jodessigsiture. Wirkungslos sind auch gewisse Verbin- 
dungen, die mit Metallen Chelate bilden, wie 1,3 -10-*-m. Athylen- 
diamin-tetraacetat, 3,6-10-4-m. Diathyldithiocarbaminat, 1 - 10-%-m. 
8-Oxy-chinolin. 

Hohe Konzentrationen von Nicotinamid, das die Aktivitaét von 


Diphospho- und. Triphospho-pyridinnucleotide enthaltenden Enzymen** 
kompetitiv hemmen kann, vermindern die Reaktionsgeschwindigkeit 
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Abb. 5. Bildung von Brenz- & 80 
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(Tab. 7). Demzufolge ist es wahrscheinlich, da8 Pyridinnucleotid- Enzyme 
an diesem ProzeB beteiligt sind. Wirkungslos ist 1 - 10~4-m. Chinacrin, 
das Flavinnucleotide enthaltende Enzyme kompetitiv hemmt?*. 


Tab. 7. Wirkung von Nicotinamid auf die Bildung von Brenztraubensaure unter 
aeroben Bedingungen aus dem anaeroben Desaminierungsprodukt des t-Serins. 


Versuchsansatze: wie bei Tab. 2 beschrieben. Nach 45 Min. fiillt man die 
Thunberg-Réhre mit Luft, fiigt 0,2 ml 0,05-m. Arsenit und 0,5 ml 0,16-, 
0,32- oder 0,64-m. Nicotinamid hinzu und setzt den Versuch unter aeroben Be- 
dingungen 10 Min. lang fort. 


mol. Effektor-Konzentration 0,03 0,06 0,12 
% memmuny 50. 6 8. 0 13 26 


Zusammenfassung 


Es wird experimentell bewiesen, daB ruhende Suspensionen von 
Escherichia coli L-Serin unter anaeroben Bedingungen desaminieren und 
daB sie das so gebildete Zwischenprodukt nur aerob zu Brenztrauben- 








8 P. Feigelson, J. N. Williams jr. u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
189, 361 [1951]; S. G. A. Alivisatos u. D. F. Denstedt, ebenda 199, 493 [1952]. 
18 EK. Haas, J. biol. Chemistry 155, 321 [1944]. 
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siure abbauen. Der Reaktionsverlauf dieser beiden Reaktionen in 
Abhangigkeit von auBeren Bedingungen und seine Beeinflubbarkeit 
durch hemmende und férdernde Substanzen wird geschildert. 


Summary 


It is proved experimentally that resting suspensions of Escherichia 
coli deaminate L-serine under anaerobic conditions and that they 
degrade the resulting intermediate product aerobically to pyruvic acid. 
It is shown that the course of both reactions is function of external con- 
ditions and can be influenced by inhibitors and activators. 
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G. Hiibner u. E. Pfeil, diese Z. 296, 225 [1954]. 








Bd. 302 (1955) 


Die Mikrobestimmung der Barbiturate 


Ein neues mikrotechnisches Arbeitsverfahren 
Von 


E. Pfeil und H.-J. Goldbach 


Aus dem Institut fiir gerichtliche und soziale Medizin der Universitat Marburg a. d. Lahn, 
Direktor: Prof. Dr. A. Forster 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. September 1955) 


Gemessen an der groBen forensischen Bedeutung der Barbiturate 
mangelt es bis heute an zuverlassigen Angaben tiber die Verteilung 
der Schlafmittel im Organismus, ihre Ausscheidung in Abhingigkeit 
von der Zeit, evtl. Speicherung in Organen, die fiir die genaue Fest- 
legung des Vergiftungszeitpunktes notwendig sein kénnen. Wir sehen 
die hauptsichliche Ursache dafiir in dem Fehlen einer einfachen Mikro- 
methode zur quantitativen Bestimmung der Barbiturate, die auch noch 
sehr geringe Mengen erfaBt und tierexperimentelle Untersuchungen zur 
Klarung der oben angedeuteten Fragen erméglicht. 

Die altere Bestimmungsmethode fiir Barbiturate beruht auf der Ausfallung 
der schwer léslichen Verbindungen mit Silbersalzen}. In neuerer Zeit wurde von 
St.Goldschmidt, W. Lamprecht und E. Helmreich? die quantitative Be- 
stimmung aus der Ultraviolettabsorption vorgeschlagen, waihrend Paulus und 
Pribilla* die Zwikkersche Farbreaktion quantitativ auswerten. In allen Fallen 
wird ungeachtet der sonstigen Brauchbarkeit der Verfahren eine relativ groBe 
Menge an Barbiturat bendtigt, die in Tierversuchen mit kleinen Versuchstieren 
gewohnlich nicht zur Verfiigung steht. 

Die spektroskopische Methode ist zwar an sich empfindlich genug, setzt aber 
sehr reine Ausgangsmaterialien voraus, die auch nach der von uns‘ ausgearbeiteten 
papierchromatographischen Methode nicht immer vorliegen. 

Gerade die Méglichkeit, Barbiturat auf papierchromatographischem Wege 
auch aus unreinem Ausgangsmaterial rein darzustellen, macht den Mangel eines 
quantitativen Mikroverfahrens besonders fiihlbar. Die gemeinsame Verwendung 
von Papierchromatographie und quantitativer Mikromethodik mii&te unserer 
Ansicht nach die Lésung des Bestimmungsproblems darstellen. 

Als Grundlage unserer Methode verwenden wir die Fallung der 
Barbiturate mittels Quecksilbersalzen und anschlieBende Bestimmung 
des gebundenen Quecksilbers auf kolorimetrischem Wege. Da 0,1 y 
Quecksilber ohne Schwierigkeiten zu erfassen ist, wird auch die Be- 
stimmung der Barbiturate in ahnlicher Gré8enordnung méglich. Im 
allgemeinen interessiert vorliufig das Gebiet zwischen 10 und 100 y 





1 H. Budde, Apotheker-Ztg. 49, 295 [1934]. 
18 2 St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese Z. 292, 125 
1953]. 

3 W. Paulus u. O. Pribilla, Arzneimittel-Forsch. 3, 478 [1953]. 

‘ E. Pfeil u. H.-J.Goldbach, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 48, 91 [1954]; 
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Barbiturat und mehr. Wir haben uns daher nur in Stichproben davon 
iiberzeugt, daB unsere Methode grundsitzlich auch noch fiir Mengen 
unter 1 y brauchbar ist. 

Die Ausfallung des Barbituratkomplexes, das Auswaschen des tiberschiissigen 
Fallungsmittels, das Wiederauflésen usw. kann selbstverstandlich nach der Arbeits. 
methode der Ultramikroanalyse erfolgen®. Ebenso ist z. B. eine titrimetrische 
Bestimmung nach dem Makroverfahren im UltramikromaBstab sicherlich durch- 
fiihrbar. Da aber die Ultramikrotechnik besondere Erfahrungen und Gerit- 
schaften voraussetzt, die in den meisten Laboratorien nicht unbedingt voraus. 
gesetzt werden diirfen, haben wir eine eigene spezielle Arbeitstechnik entwickelt, 
welche die Behandlung von Niederschligen in y-GréBenordnung ohne weiteres 
ermoglicht. Wir glauben, daB diese neuartige Arbeitstechnik in der forensischen 
Chemie auch fiir den quantitativen Nachweis anderer Giftsubstanzen von groBem 
Nutzen sein kann. 

Wir verzichten auf eine Ausfillung in Lésung und stellen den 
Quecksilberkomplex direkt auf einem Filterpapier her. Das zu be. 
stimmende Barbiturat wird zunichst auf das Papier aufgetropft, iiber- 
trocknet und darauf mit dem Fallungsreagens befeuchtet. Die Bildung 
des Niederschlages erfolgt momentan, da die Konzentration des Bar- 
biturates auf der Faser relativ hoch ist. Zugleich wird erreicht, daf die 
Fallung sehr viel fester auf dem Papier haftet, als wenn sie erst, wie 
iiblich, durch einen Filtrationsvorgang in den Papierfilz eingespiilt 
wiirde. Wir haben auBerdem den Eindruck, als ob die Léslichkeit der 
Quecksilberkomplexe durch die enge Verbindung mit der Faser herab- 
gesetzt ware. : 

Der schwierigste Arbeitsschritt besteht in der nun folgenden 
quantitativen Entfernung des iiberschiissigen Quecksilberreagens, wobei 
keine wesentlichen Anteile des Niederschlages in Lésung gehen diirfen. 
Eine einfache Uberschlagsrechnung zeigt, daB das Verhaltnis von 
Waschfliissigkeit zu Niederschlag auBerordentlich ungiinstig sein muB, 
selbst wenn man nur Tropfen davon anwendet. Bei 50 y Niederschlag 
und 1 ml Waschfliissigkeit wiirde der Niederschlag theoretisch bereits 
vollig in Lésung gehen, wenn die Léslichkeit der Quecksilberverbindung 
1:20000 betragen wiirde. Auch bei einem Léslichkeitsverhaltnis 1 : 200000 
miiBten immer noch 10% der Fillung verloren gehen. Gliicklicherweise 
hingt die Léslichkeit eines Niederschlages auch noch von einer Reihe 
anderer Faktoren ab, so z. B. von der Lésungsgeschwindigkeit. Gerade 
diese scheint beim Arbeiten im Papierfilz ganz bedeutend verlangsamt. 
Jedenfalls war es uns méglich, trotz Anwendung relativ hoher Mengen 
Waschfliissigkeit Niederschlige zu erhalten, deren Menge und Zusam- 
mensetzung praktisch den vorausberechneten stéchiometrischen Werten 
entsprechen. Auf 1 Atom Quecksilber kommen bei Veronal etwa 3. 
bei Luminal 2 und bei Phanodorm 3 Molekiile Barbiturat. Die Verluste, 
auch bei geringen Niederschlagsmengen, kénnen also nur unbedeutend 
gewesen sein. Wir méchten hier aber ausdriicklich auf die Notwendigkeit 


5 Paul L. Kirk, Quantitative Ultramicroanalysis, J. Wiley-& Sons, New York 
1950. 
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hinweisen, den WaschprozeB méglichst genau und nach unserer Vorschrift 
auszufiihren. 

Die notwendige Arbeitsgeschwindigkeit erreicht man, indem man 
den Niederschlag auf dem Papier in eine genau passende Nutsche 
(Biichnertrichter, Schlitznutsche) bringt und ihn dort schnell mit der 
Waschlésung befeuchtet. Damit das folgende Absaugen rasch genug 
vonstatten gehen kann, haben wir die Ein- und Ausschaltung des Saug- 
vakuums, wie weiter unten beschrieben, auf einfache Weise mittels 
Fu8bedienung durchgefiihrt. Nach zweimaligem Auswaschen ist alles 
lésliche Fallungsreagens entfernt. Eine geringe Menge Quecksilber wird 
in dem Papierfilz auch noch nach lingerem Waschen festgestellt, wahr- 
scheinlich wird sie dort durch metallbindende Gruppen, z. B. COOH, 
vielleicht auch SH-Gruppen oder Reduktionsmittel, gebunden. Die 
Mitfiihrung eines Blindwertes ist daher unerlaBlich. 

Nach der Reinigung des Niederschlages erfolgt die quantitative 
Bestimmung des Quecksilbergehaltes auf die iibliche Weise kolori- 
metrisch. Wir bedienen uns hierbei eines Quarzspektrometers ZEISS 
OPTON M 4 Q, das ausgezeichnete Ergebnisse lieferte *. 

Die hier kurz skizzierte Arbeitsweise liBt sich auch auf dem Papier- 
chromatogramm selbst dann durchfiihren, wenn man zuvor die Lage 
der Barbituratflecke mittels von uns angegebener Farbreaktionen® sicht- 
bar gemacht hat. Das Arbeiten wird dadurch ganz auBerordentlich 
erleichtert. Man chromatographiert, entwickelt wie iiblich und schneidet 
dann oder stanzt um den Barbituratfleck eine Scheibe Filterpapier von 
3—4cm @ aus. Einer sicher barbituratfreien Stelle entnimmt man 
gleichzeitig eine gleichgroBe Scheibe fiir den Blindwert. 

Die Abhangigkeit der gefundenen Quecksilbermengen, von der 
eingesetzten Einwaage an Barbiturat, ist im Gebiet von 1—70 y linear, 
so daB man hier einen Umrechnungsfaktors oder eine Eichkurve be- 
niitzen kann. 

Zwischen 70 und 100 y und dariiber steigen die Werte leicht an, 
wobei wir allerdings bis jetzt wegen der Schwierigkeit des Problems 
die Ursache des an sich nicht sehr bedeutenden Effektes nicht mit 
Sicherheit ausmachen konnten. Die Fehlergrenze der Bestimmung 
hingt natiirlich von einer Reihe von Faktoren ab, nicht zuletzt von 
der Genauigkeit der kolorimetrischen Quecksilberbestimmung. Unter 
Verwendung des Spektrometers laiBt sich bei einigermaBen eingearbei- 
teten Kraften ein Fehler von +7% erreichen, der fiir die meisten Be- 
stimmungen véllig ausreichend ist. 

Wir haben die Methode bis jetzt fiir die drei wichtigsten Praparate 
Veronal, Luminal und Phanodorm ausgearbeitet. Evipan ergibt wegen 
der relativ hohen Léslichkeit seiner Quecksilberverbindung zu stark 
schwankende Werte. Die iibrigen Barbiturate sollten nach MaBgabe 
ihrer Fillbarkeit ebenfalls bestimmbar sein. 


* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Uber- 
lassung des ZEISS-Spektrometers. 
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Abb. 1. Eichkurven fiir Luminal (L), Veronal (V), Phanodorm (Ph) und Quecksilber. 


. Arbeitsvorschrift 


Die Bestimmung wird auf runden Scheiben von Filterpapier (Schleicher & 
Schill 2043b) ausgefiihrt, die genau in die spiter zu verwendende Filternutsche 
passen. In der Mitte der Scheiben bringt man das Barbiturat, in einem beliebigen 
Lésungsmittel gelést, auf und verjagt letzteres. Arbeitet man im Anschlu8 an 
ein Papierchromatogramm, so schneidet man die Scheiben aus diesem aus, 
trankt das Papier, das auf einer sauberen Glasplatte liegt, mit 0,5 ml des unten 
beschriebenen Quecksilberreagens. Die Weiterverarbeitung soll innerhalb von 
5 Min. erfolgen. Das Tranken mit Reagens wird zweckmaBig so ausgefiihrt, 
daB man den Barbituratfleck am auBeren Rande zunichst mit der Spitze der 
Tropfpipette umfahrt, so daB das Reagens von auBen nach innen diffundiert. 
Die Fallung der Quecksilberverbindung erfolgt so auf engerem Raume, wodurch 
die Lésungsgeschwindigkeit herabgesetzt wird. Nach der Trankung bringt man die 
Filterscheibe auf die Nutsche, welche bereits auf die Saugflasche aufgesetzt ist. 
In die Leitung zum Vakuum schalten- wir ein T-Rohrstiick ein, dessen drittes 
Ende einen gewohnlichen Gasschlauch trigt. Dieser muB so lang sein, daB er auf 
den FuBboden reicht, so daB der an der Saugflasche Arbeitende ihn bequem mit 
dem FuB erreichen kann. Dann wird die Vakuumleitung geédffnet, bzw. die Wasser- 
strahlpumpe angestellt. Solange der Schlauch offen bleibt, tritt an der Nutsche 
keinerlei Saugwirkung ein. VerschlieBt man aber das offene Ende, indem man 
einfach den FuB darauf stellt, tritt die Nutsche sofort in Tatigkeit. Der Vorteil 
dieser Anordnung liegt darin, daB der Arbeitende beide Hande frei hat und das 
Absaugen der Waschfliissigkeit sehr rasch erfolgen kann. Auf die Bedeutung des 
schnellen Arbeitens haben wir bereits oben hingewiesen. 

Man wiascht in der beschriebenen Weise zweimal mit je 5 ml Waschlésung aus, 
bringt dann die gesamte Filterscheibe in einen passenden Schiitteltrichter und fiigt 
5 ml 2-proz. Salzsiure, 5 ml 6-n.Essigsiure, 20 ml 1-n.Schwefelsiure und genau 
20 ml Dithizonlésung hinzu. Durch kraftiges Umschiitteln wird die Papierscheibe 
zerfasert. Die Dithizonschicht nimmt eine der vorliegenden Quecksilbermenge 
entsprechende Farbung an, die nach Ablassen der organischen Schicht bei einer 
Wellenlange von 610 my kolorimetrisch ausgewertet wird. 
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1 y Quecksilber entspricht: 3,4 y Phanodorm (ber. 3,5), 2,8 y Veronal (ber. 2,7); 
2,2 y Luminal (ber. 2,3). 

Die Eichkurven fiir die genannten drei Barbiturate zeigt Abb. 1. 

Verwendete Lésungen 


1. Fallungsreagens: 500 mi 1-proz. Hg (NO,), Lésung werden mit 10 m/ 
]-proz. methanol. Veronal- bzw. Phanodorm- oder Luminallésung gemischt. gut 
geschiittelt und klar filtriert. 


2. Waschflissigkeit: 0,5-n. H,SO,. 
3. Dithizonlésung: 3mg Dithizon (Diphenylthiocarbazon) auf 250 ml 
Chloroform (méglichst frisch ansetzen). 


Zusammenfassung 


10—70 y Luminal, Veronal oder Phanodorm kénnen durch Fallung 
auf Filterpapier mit Hg!-Salzen und anschlieBende kolorimetrische 
Bestimmung des gebundenen Quecksilbers mittels Dithizons mit einer 
Genauigkeit von +7% bestimmt werden. Die Methode laBt sich auch 
auf Papierchromatogrammen durchfiihren. 


Summary 


Quantities of luminal, veronal and Phanodorm, between 10 and 
70 yg, can be estimated with an aceuracy of +-7 per cent by precipitation 
on filter paper with Hg! salts followed by colorimetric determination 
of the bound mercury with dithizone. The method can also be carried 
out on paper chromatograms. 








Bd. 302 (1955) 


Uber die Biogenese der C,,- und C,,-Polyenfettséuren 
in der Saugetierleber 
Von 
E. Klenk 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6In 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1955) 


Nach einer von Smedley-MacLean! aufgestellten Hypothese 
entsteht die Arachidonsiure (4°-*:1!-14-Kikosatetraensiure) im Tier. 
kérper aus Linolsiure durch Verlingerung der Kohlenstoffkette auf der 
Seite der Carboxylgruppe um 2 Kohlenstoffatome. Die Doppelbin- 
dungen in Stellung 11 und 14 der Arachidonsiure wiirden demnach den 
beiden Doppelbindungen der Linolsiure (4° !*-Octadecadiensaure) ent- 
sprechen. Durch die Auffindung von zahlreichen anderen Cyo- und 
C,.-Polyensiuren, welche die Arachidonsiure stets in betrachtlichen 
Mengen begleiten und welche nach unseren Feststellungen? ausschlieBlich 
oder doch vorwiegend dem Linol- bzw. Linolensiuretyp* angehéren, 
wurde diese Hypothese auf eine breitere experimentelle Grundlage 
gestellt. Sie 14Bt sich dahin erweitern, daB alle Polyensduren dieser Art 
in entsprechender Weise wie oben die Arachidonsiure sowohl aus Linol- 
wie auch aus Linolensiure durch Verlingerung der C-Kette um 2 bzw. 4 
weitere Glieder entstehen und da die Einfiihrung neuer Doppelbindun- 
gen im Divinylmethanrhythmus in Richtung auf die Carboxylgruppe 
zu erfolgt. 

Da nach Bernhard und Schénheimer? die in den Organlipoiden 
vorkommende Linol- und Linolensiure ausschlieBlich exogenen Ur. 
sprungs sind, erschien die Méglichkeit gegeben, die Richtigkeit dieser 
Hypothese dadurch experimentell. zu priifen, da&8 man den Einbau von 
Acetat, das mit 4C markiert war, in diese Cy9- und C,.-Polyensauren 
studierte und die Verteilung des isotopen Kohlenstoffs in der C-Kette 


* D.h. Polyenséuren mit Divinylmethanstruktur, in welchen die ersten 
Doppelbindungen, von der endstandigen Methylgruppe aus gerechnet, an derselben 
Stelle wie in Linol- und Linolensaure sich befinden (siehe dazu E. Klenk, Coll. 
intern. sur les problémes biochimiques des lipides. Konink. Vlaamse Academie 
v. Wetenschappen, Letteren en Schone Kunsten van Belgie, Briissel, 8. 33 [1952].) 

1L.C. A. Nunn u. I. Smedley-MacLean, Biochem. J. 82, 2178 [1938}; 
D. E. Dolby, L.C. A. Nunn u. I. Smedley-MacLean, Biochem. J. 34, 1422 
[1940]. 
2 a) E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]; b) E. Klenk u 
F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1955]; 801, 156 [1955]; c) E. Klenk u. A. Dreike. 
diese Z. 300, 113 [1955]. 


3K. Bernhard u. R.Schénheimer, J. biol. Chemistry 188, 707 [1940] © 
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feststellte. Mit einiger Wahrscheinlichkeit durfte angenommen werden, 
daB die Leber an einer derartigen Reaktion in erster Linie beteiligt ist, 
um so mehr als die C,9- und C,,-Polyensiuren in den Phosphatiden 
dieses Organs in sehr reichlichen Mengen anzutreffen sind. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, da8 man das mar- 
kierte Acetat (CH;-4CO,Na) Ratten mit Schlundsonde verabreichte 
(Vers. 1—3) oder daB man Leberschnitte in einer Ringerlésung, welcher 
das markierte Acetat zugegeben war, bebriitete (Vers. 4). Nach Abbau 
des aus den Leberlipoiden gewonnenen Polyensiuregemischs durch 
Qzonidspaltung nach der Methode von Klenk und Bongard‘ wurden 
die niederen Abbaudicarbonsiuren chromatographisch herausfraktio- 
niert. SchlieBlich bestimmte man in diesen den Gehalt an markiertem 
Kohlenstoff. 

Da beim Abbau der C,o- und C,,-Polyensiuren des Linol- bzw. 
Linolensiuretyps die Glutarsiure von dem Carboxylende der C,9-Saiuren 
(45-81-14. Kikosatetraensiure, 5-8-11-14-17_Kikosapentaensiure), die 
Bernsteinsiure von dem Carboxylende der C,,-Saéuren (44:7-19-13-16_ 
Dokosapentaensiure, 44-7: 10-13-16.19_P\okosahexaensiure) stammt, miis- 
sen — unter der Voraussetzung, daB die Polyensiuren aus Linol- 
baw. Linolensaiure, der obigen Hypothese entsprechend, durch Einbau 
von Acetat entstehen — diese beiden Dicarbonsiéuren den Kohlenstoff 
des eingebauten Acetats enthalten und deshalb radioaktiv sein. Im 
Gegensatz dazu darf die Malonsiure keine Aktivitait besitzen, da in ihr 
' ausschlieBlich die Kohlenstoffatome 4—18 (von der endstandigen 
| Methylgruppe aus gerechnet), also nur Kohlenstoffatome der fiir den 
| Aufbau verwendeten exogenen Linol- bzw. Linolensiure enthalten sind. 
' Das Ergebnis ist in der Tab. 1 zusammengestellt. 


| Tab. 1. Einbau von “C-Acetat in die Cyo- und C,,-Polyensiuren der Leberlipoide. 
Radioaktivitat der Abbaudicarbonsauren. 





Polyensiuren Glutarsiure Bernst einsdure Malonsiure 


der Leberlipoide 





Au b. in Imp./ Ausb. in Imp./ Ausb. in Imp./ 
Mol/Mol Min./ Mol/Mol Min./ Mol/Mol Min./ 
mg Jodz. Polyens. mg Polyen:. mg Polyens. mg 


102 | — | (a) 0,25 | 609 | 0,18 | 350 | 1,21 14 
(b) 0,23 | 464 | 0,15 | 186 | 0,89 l 
240 | 226 0,28 |1290 | 0,12 | 618 | 0,73 50 
284 | 240 0,21 |2975 | 0,07 {2390 | 1,07 60 
100 | 226 0,24 | 971 | 0,15 | 633 | 0,71 49 





Menge der 
aufgearb. 
Leber in g 
































In allen Ansitzen zeigte die Bernsteinsiure und die Glutarsiure 
starke Aktivitat. Die Aktivitét der Malonsiure war sehr viel geringer. 

| Allerdings war sie nur in einem der Ansitze (Vers. 1b) praktisch gleich 
Null. Die beim Abbau auftretenden héheren Dicarbonsiuren, die bei 
_ der hier angewandten Methode meist nur als Gemische anfielen, besafen 


‘ E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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immer eine besonders hohe Aktivitat, obgleich erwartet werden sollte, 
daB wenigstens eine der Komponenten dieses Gemisches, die Azelain- 
siure, als Abbausaure von Linol- und Linolensaure radioinaktiv ist. In 
einem der Ansitze (Vers. 4), wo eine reine Pimelinsaure erhalten wurde, 
iibertraf die Aktivitit dieser Siure diejenige der Glutarsiure um nahiezu 
das 5fache (4680 gegeniiber 971 Imp./Min./mg). Die isolierte Pimelin. 
siure diirfte wohl im wesentlichen ein Spaltprodukt der A? 19 13-16-19, 
Dokosapentaensiure und der 1° 1%-!°-Dokosatetraensdure sein, die 
erstere konnte vor kurzem” in den Phosphatiden der Rinderleber, die 
letztere2» in den Gehirnphosphatiden nachgewiesen werden. 

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse kénnen gewiB als starke 
Stiitze fiir die Richtigkeit der obigen Hypothese aufgefaBt werden. Es 
soll aber nicht iibersehen werden, dai die Malonsiure eine zwar geringe, 
aber doch deutlich feststellbare Aktivitit zeigte. Alle Versuche, eine 
vollig inaktive Substanz zu gewinnen, sind miBlungen (mit Ausnahme 
von Versuch 1b). Die ge1inge Aktivitit der Malonsiure kénnte darauf 
zuriickzufiihren sein, daB Auf- und Abbau nebeneinander herlaufen und 
daB der Abbau zu einem kleinen Betrag iiber die C,,-Stufe hinausfiihrt, 
so daB beim nachfolgenden Wiederaufbau auch die C-Atome 18, 16 usw., 
von der endstindigen Methylgruppe aus gezihlt, radioaktiv werden 
kénnten. Andererseits muB auch meines Erachtens mit de: Méglichkeit 
gerechnet werden, daB eine oder die andere der im Gemisch in kleineren 
Mengen vorhandenen Polyensiuren, ebenso wie die gesittigten und 
einfach ungesittigten Fettsiuren. vollstindig aus Acetat aufgebaut 
wird. Jedenfalls ist es nach den ausgefiihrten Versuchen weniger wahr- 
scheinlich, daB die geringe Aktivitit der Malonsdure einfach nur von 
einer spurenweise vorhandenen radioaktiven Verunreinigung herriihrt. 

Nach Widmer und Holman? synthetisiert die Ratte Arachidon- 
siiure aus Linolsiure (jedoch nicht aus Linolensiure), auBerdem Hexaen- 
siure aus Linolensiure (jedoch nicht aus Linolsiure). Reiser® fand, 
daB die Verabreichung von Linolsiiure an legende Hiihner, die mit einer 
fettfreien Grundnahrung gefiittert wurden, zu einer Vermehrung der 
Dien- und Pentaensiuren sowie mdéglicherweise der Tetraensiuren. 
daB aber die Verabreichung von Linolensiure zu einer Anreicherung 
aller Polyensiuren von 2—6 Doppelbindungen im Neutralfett und den 
Phosphatiden der Eier fiihrt. 

Diese Befunde stehen in befriedigender Ubereinstimmung mit der 
Auffassung, nach welcher aus Linolsiure Cy9- und C,.-Polyensiuren vom 
Linolsiuretyp und aus Linolensiure solche vom Linolensauretyp ge- 
bildet werden. In den Organphosphatiden fanden wir? auBer Arachidon- 
siiure und anderen Tetraensiuren in der Tat auch eine Pentaensiure 
vom Linolsiuretyp (44:7-!%18-16.Dokosapentaensiure), dagegen keine 
Hexaensiure dieses Typs. Andererseits ist die einzige in den Phospha- 


5 (©. Widmer jr. u. R. T. Holman, Arch. Biochemistry 26, 1 [1950]. 
6 R. Reiser, J. Nutrition 40, 429 [1950]; 44, 159 [1951]. 
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tiden angetroffene Hexaensiure eine Saure vom Linolensduretyp 
(44-7: 10. 13-16-19. Dokosahexaensaure), die demnach nur aus Linolensiure 
und nicht aus Linolsdure gebildet werden diirfte. 

Uber das Ergebnis von einigen der in dieser Untersuchungsreihe 
ausgefiihrten Versuche habe ich’ schon vor einiger Zeit kurz berichtet. 
Gleichzeitig damit erschien auch eine Arbeit von Mead u. a.® mit ahn- 
licher Problemstellung, in welcher allerdings noch von der Annahme 
ausgegangen wurde, daB die Arachidonsiure die einzige derartige Polyen- 
siure ist. Die in dieser letzten Arbeit mit ganz anderer Methodik erzielten 
Befunde stimmen, soweit es sich um die Bildung der Arachidonsaure 
handelt, in den wesentlichsten Punkten mit den vorliegenden Fest- 
stellungen iiberein. 


Bechreibung der Versuche 


Fiir die Versuche wurden nahezu ausgewachsene Ratten verwendet. Sie waren 
3—4 Monate lang mit Brot, Hafer und Méhren ernahrt worden. In den Versuchen 
1-3 wurde das markierte Acetat (CH,-4CO,Na) in einer verdiinnten waBr. Lésung 
durch Schlundsonde verabreicht, und zwar bei Versuchen 1 und 2 die Gesamtmenge 
in einer einzigen Portion (0,5 ccm), bei Versuch 3 dagegen jedem Tier in 3 gleich 
groBen Portionen (je 0,5 ccm) innerhalb von 24 Stdn. in Abstanden von 6 bzw. 
18Stdn. Die Tiere tétete man bei Versuch 1 und 2 nach 2 Stdn., bei Versuch 3 
6Stdn. nach Verabreichung der letzten Portion durch Ausbluten. Die méglichst 
rasch herauspraparierten und gut zerkleinerten Lebern wurden bis zur weiteren 
Verarbeitung unter Aceton in einer gut verschlossenen, mit Kohlendioxyd ge- 
filllten Flasche aufbewahrt. 

Bei Versuch 4 wurden frische Leberschnitte mit etwa dem 10fachen Volumen 


Ringerlésung®, welche das radioaktive Acetat enthielt, 6 Stdn. bei 37° geschiittelt. 
Das durch Zentrifugieren abgetrennte und gut zerkleinerte Lebergewebe bewahrte 
man wieder wie oben bis zur weiteren Verarbeitung unter Aceton, in einer mit 
Kohlendioxyd gefiillten Flasche auf. 


Die Gewinnung der Fettsauren 


Nach der Entwasserung mit Aceton wurde das Material in einem kleinen 
Soxhletapparat mit Aceton extrahiert und anschlieBend wiederholt mit Chloroform- 
Methanol (1:3 Vol.-Tle.) ausgekocht. Die Extrakte brachte man im Vak. zur Trock- 
ne, nahm die vereinigten Riickstande in Ather auf, zentrifugierte die unléslichen 
Anteile ab und spaltete die nach Abdampfen des Athers verbleibenden Lipoide 
mit dem 15fachen Volumen 5-proz. methanolischer Salzséure durch 3stdg. Kochen 
iter RiickfluB. Die durch Ausschiitteln mit Petrolather gewonnenen Fettsauren- 
methylester wurden mit n/2-methanol. Natronlauge verseift und nach Abtrennung 
des Unverseifbaren die daraus gewonnenen freien Saéuren durch Tiefkiihlkristalli- 
sation in die zwei Fraktionen der gesattigten + schwachungesattigten Fettsiuren 
cinerseits und die der hochungesattigten Fettsaéuren andererseits getrennt, wobei 
man die erste Fraktion bei — 70° aus einer etwa 10-proz. Acetonlésung ausfror und 
zum Absaugen der Liésung von dem Niederschlag ein kleines Filterstabchen (um- 
gekehrte Filtration) beniitzte. Die Fraktion der hochungesattigten Fettsiuren 
} gewann man aus dem Filtiat durch Abdampfen des Acetons im Vakuum. Die 
; Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengestellt. Abb. 1 zeigt die Ultraviolettspektren 
der mit Alkali isomerisierten hochungesattigten Fettsauren. 


’ E. Klenk, Naturwissenschaften 41, 68 [1954]. 
Ee: ‘ J. F. Mead, G, Steinberg u. D. H. Howton, J. biol. Chemistry 205, 683 
(1953). 

* Nach H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
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Tab. 2. Ausbeuten bei der Aufarbeitung der Lebern. 





i. 2. 3. 4, 





Zahl der Ratten 1 = 
Menge des eingesetzten CH,-"“CO,Na*.} 0,13mC 0.09mC 
Frischleber, Menge 8,4 g 7,2g 
Methylester, Menge. 300 mg 200 mg 
Unverseif bares, Menge 30 mg 20 mg 
Gesattigte + schwachungesattigte Fett- 
siuren, Menge 150 mg 90 mg 
Hochungesattigte Fettsiuren, Menge .| 102 mg 100 mg 
Hochungesattigte Fettsiuren, Jodzahl — 225 














* 1 mC = 78 mg Acetat. ** Leberschnitte. 
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Abb. 1. Ultraviolettspektren der mit Alkali 
isomerisierten Fraktionen der hochungesattigten Fettsiuren. 
Etwa 1 mg Fettsauren, 0,5 cem 23-proz. KOH-Glykol, 8 Min. bei 180° erhitzt, 
mit Methanol auf 100 ccm verdiinnt. 


Die Radioaktivitat der Fettsaiuren 


Die Radioaktivitat der Fettsiuren wurde nur im Versuch 3 festgestellt. 
Durch weitere Zerlegung der bei —70° ausgefrorenen Fraktionen (gesiattigte + 
schwachungesiattigte Fettsiuren) durch Tiefkiihlkristallisation bei —20° erhielt 
man noch die Fraktion der gesittigten Fettsiuren und aus dem Filtrat die der 
schwach ungesattigten Fettsiuren (134 bzw. 99 mg; Jodz. 22,5 bzw. 96). Messung 
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der Aktivitét mit Hilfe von runden Kupferplattchen, auf welche jeweils 0,3 mg 
Fettsiure in Form eines diinnen Films aufgetragen waren. Den Film erzeugte man 
durch Auftropfen der in Chloroform gelésten Substanz und Zusatz von 1— 2 Tropfen 
Athanol auf das Plattchen und Abdunsten des Lésungsmittels an der Luft. Zur 
Messung diente ein fensterloses Zahlrohr (windowless-flowcounter) der Firma 
Tracerlab, Boston. 


Es wurden folgende Werte gefunden: 


Fraktion der gesattigten Fettsiuren 19100 (21600) Imp./Min./mg 
Fraktion der schwach ungesiattigten Fettsiuren. . 9700 ( 9000) es 
Fraktion der hochungesattigten Fettséuren. . . . 5060( 5940) 


Die Ozonidspaltung der hochungesattigten Fettsiuren 


Zur Anwendung kam das Verfahren von Klenk und Bongard‘, wobei man 
50—100 mg freie Sauren in 3—5 ccm Eisessig und 1—1,5 cem Methylacetat so lange 





1% 3%'5%' 10% | 20% 
Butanol /Chloro- 
form 
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Abb. 2. Chromatogramm der Abbau- 
siuren (a) von Vers. 1 (entspr. 10,0 
mg Polyensiuren): 1% (1—32 Vor- 
lauf; 10% (54—60): 1,60 com n/100- 
NaOH, gef. 0,25 Mol Glutarsaure; 
20% (67—70): 1,19 com m/100- 
NaOH, gef. 0,18 Mol Bernsteinsaure ; 
(71—78): 7,97 ccm n/100-NaOH, 
gef. 1,21 Mol Malonsaure. 
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bei —5° ozonisierte bis die Lésung kein Brom mehr entfairbte (Durchleiten von 
iberschiissigem Ozon ist zu vermeiden). Nach der oxydativen Spaltung des Ozonids 
mit Wasserstoffperoxyd wurde die Lésung kurz aufgekocht und im Vak. zur 
Trockne gebracht. Bei Versuch 1a, 2 und 3 wurde der Riickstand in 1% Butanol 
enthaltendem Chloroform gelést, auf 10 ccm, aufgefiillt und 1 bzw. 2 ccm davon 
mit Siule D chromatographiert (Abb. 2, 4 u. 5). 

Bei Versuch 1b und 4 wurde dagegen der Riickstand zur Entfernung der 
Monocarbonséuren nochmals gut niit Petrolither ausgeschiittelt und der Petrol- 
ither wieder zur Entfernung kleiner Mengen Dicarbonsiuren mit wenig Wasser 
ausgewaschen. Die aus der waBrigen Lésung durch Gefriertrocknung zuriick- 
gewonnenen - Dicarbonséuren wurden mit dem _ petrolitherunléslichen Anteil 
({Hauptmenge der Dicarbonsauren) vereinigt, in 1°, Butanol enthaltendem Chloro- 
form gelést und auf 10 ccm aufgefiillt. 1 bzw. 2ccm davon chromatographierte 
man mit Siure D (Abb. 3 u. 6). 
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Abb. 3. Chromatogramm der Abbav. 
diacarbonsauren (b) von Vers. 1 (entspr, 
10,0 mg Polyensiuren): 1% (1—22): 
4,23 com n/100-NaOH, gef. 0,65 Mol 
héhere Di-Sauren ; 10% (36—- 43): 1,53 cem 
n/100-NaOH, gef. 0,23 Mol Glutarsaure; 
20% (46—49): 1,09 ccm n/100-NaOH, 
gef. 0,15 Mol Bernsteinsiure; (50—57); 
5,84 ccm n/100-NaOH, gef. 0,89 Mol Ma. 
lonsaure. 
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Abb. 4. Chromatogramm der Abbausauren von Vers. 2 (entspr. 17,26 mg Polyen- 

siuren): 1% (l—32): Vorlauf; 10% (71—85): 3,19 cem n/100-NaOH, gef. 0,28 Mol 

Glutarsiure; 20% (102—112): 1,37 cem n/100-NaOH, gef. 0,12 Mol Bernsteinsaure; 
(113—130): 8,26 cem n/100-NaOH, gef. 0,73 Mol Malonsaure. 


Die Radioaktivitat der Abbaudicarbonsauren 
von den hochungesiattigten Fettsiuren 


Im AnschluB an die chromatographische Trennung wurde die Radio- 
aktivitaét der einzelnen Dicarbonsiuren in der Weise gemessen, da8 man nach der 
Titration diejenigen Fraktionen, in welchen die betreffende Saure enthalten war, 
vereinigte, das Lésungsmittel im Vak. abdampfte und den scharf getrockneten 
Riickstand in soviel ccm 50-proz. waBr. Athanol liste, daB 0,1 ccm dieser Lésung 
0,3 mg der betreffenden Saure enthielten. 0,1 cem wurden mit Hilfe einer Kapillar- 
pipette auf das Kupferplattchen gebracht. Nach dem Auftrocknen fiihrte man die 
Messung aus. Die gefundenen Werte zeigt Tab. 3. 

Jede der abgetrennten Dicarbonsiuren wurde auBerdem noch papierchromato- 
graphisch identifiziert und auf Reinheit gepriift. Zu diesem Zweck brachte man 
den fiir die Aktivitatsbestimmung nicht beniitzten Teil der Lésung wieder zur 
Trockne, léste den Riickstand in wenig Wasser, setzte die Saure durch Zugabe 
eines geringen Uberschusses von n/10 H,SO, in Freiheit, brachte im Fall der 
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Abb. 5. Chromatogramm der Abbausauren von Vers. 3 (entspr. 21,6 mg Polyen- 
siuren): 1% (1—85): Vorlauf; 10% (126—143): 2,94 ccm n/100-NaOH, gef. 
0,21 Mol Glutarséure; 20% (159—170): 1,37 ccm n/100-NaOH, gef. 0,07 Mol 
Bernsteinséiure; (171—194): 15,10 ccm n/100-NaOH, gef. 1,07 Mol Malonsaure. 
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Abb. 6. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren von Vers. 4 (entspr. 19,2 mg 
Polyensiiuren): 1°, (11—24): 6,45 ccm n/100-NaOH, gef. 0,51 Mol héhere Di- 
Séuren; 3°%, (32—39): 0,64 cem n/100-NaOH, gef. 0,05 Mol Pimelinsaéure; 10°, 
(53—64): 2,96 cem n/100-NaOH, gef. 0,24 Mol Glutarsiure ; 20°, (70— 78): 1,88 cem 
n/100-NaOH, gef. 0,15 Mol Bernsteinsiure; (79—90): 8,85 ccm n/100-NaOH, gef. 
0,71 Mol Malonsaure. 


Malon-, Bernstein- und Glutarsaure diese direkt auf das Papier und zwar soviel, 
daB der Fleck 50—100 y Dicarbonsaure enthielt. Entwicklung des Chromato- 
gramms und Anfarbung nach Lugg und Overell?®. Im Fall der héheren Dicarbon- 
sduren gewann man die wie oben in Freiheit gesetzten Siuren durch Ausschiitteln 
10 J. W. H. Lugg u. B. T. Overell, Nature [London] 160, 87 [1947]. 
18* 
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mit Ather und brachte die waBrige Lésung der Ammoniumsalze auf das P.pier, 
Entwicklung des Chromatogramms und Anfarbung nach Klenk und Faillard4, 
In jedem einzelnen Fall lieB man im Chromatogramm zum Vergleich die ent. 
sprechenden Testsubstanzen mitlaufen. 


Tab. 3. Radioaktivitat und Reinheit der Abbaudicarbonsauren. 











“y Nl : 
saa Pimelinsaure | Glutarsaure — Malonsiure 
: oe ; _ 4 Se ; oe . = 
Imp./| §g 2 | Imp/|§ ¢ 2) Imp./|5 g FP Imp/|§ g 2 Imp./|s g 2 
Min./ = S a Min./ BE = Min./ Be =| Min./ = £&| Min.//oe¢ 
mg | ASE | me SE) mg ASE) mg ASE] me [Ese 
la* 609 | C; | 350]C,(C,)| 14 | c, 
b*| 554 | C,,,C,,C, 464 C; 186 | C, 2 C3(C,) 
2. 1290] Cc, | 618|C, | soft |C, 
3. 2975 | C, | 2390/C, | eott | c, 
4. | 3680 | C,,,C,,C, | 4680] C, | 971] C, | 633 | C,(C,)|103t++] C,(C) 
































* Fir diese Messungen wurde ein weniger empfindliches Geigersches Zahlrohr beniitzt. — 
+ In dieser Rubrik sind simtliche Dicarbonsiuren aufgefiihrt, deren Anwesenheit papierchromato- 
graphisch festzustellen war. Die in Klammern gesetzten Zeichen bedeuten, daB die betreffende 
Dicarbonsaure nur spurenweise vorhanden war. — +t Hier wurden die ersten Fraktionen des auf- 
steigenden Astes der Kurve weggelassen, da diese nicht selten noch Spuren Bernsteinsiure bei- 
gemengt enthielten. In der Tat ergab die Messung dieser Fraktionen auch eine etwas héhere Radio- 
aktivitét, und zwar in Versuch 2 89 Imp/Min/mg und in Versuch 3 99 Imp./Min./mg. — ttt Mittel- 
wert von 5 Ansitzen. a 


Da in Versuch 4 der abgetrennten Malonsiure auf Grund der papierchromato- 
graphischen Priifung noch kleine Mengen Bernsteinsiure beigemengt waren, wurde 
hier aus der Gesamtmenge der Abbaudicarbonsiuren die Malonsaure (21,78 mg) 
siulenchromatographisch herausfraktioniert. Die aus dem Alkalisalz durch 
Kationenaustauscher (Lewatit CNO) in Freiheit gesetzte und durch Gefrier- 
trocknung der waBrigen Lésung gewonnene Saure wurde anschlieBend noch einmal 
mit der Saule D chromatographiert. Unter Weglassung der ersten Fraktionen des 
aufsteigenden Astes der Kurve, welchen noch etwas Bernsteinséure beigemengt 
waren, wurde eine papierchromatographisch einheitliche Malonsaure erhalten. 
Radioaktivitat der in 2 Parallelversuchen erhaltenen Praparate: 45 bzw. 53 
Imp./Min./mg. 

Frl. E.Schumann danke ich fiir die geschickte Hilfe. Ebenso danke ich 
Herrn Kollegen Maurer, Isotopenlaboratorium der Medizinischen Klinik der 
Universitat K6ln, fiir die freundliche Beratung bei der Ausfiihrung der ersten 
Messungen mit dem Geigerzahlrohr. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und der Freunde und Férderer der Universitat Kéln 


unterstiitzt. 
Zusammenfassung 


In Versuchen mit Ratten und Rattenleberschnitten wurde der Ein- 
bau von !4C nach Verabreichung von markiertem Acetat (CH,-CO,Na) 
in die C,5- und C,,-Polyensiuren der Leberlipoide untersucht. 


11 E, Klenk u. H. Faillard, diese Z. 292, 268 [1953]. 
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Unter den Abbaudicarbonsiiuren des Polyensiuregemischs fand 
sich der 14C des Acetats vorwiegend in Bernsteinsiure und Glutarsiure 
sowie in einem Teil der héheren Dicarbonsiuren. Die Malonsiure ent- 
hielt im Gegensatz dazu nur sehr kleine Mengen 'C. 

Die Versuchsergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der Auf- 
fassung, da in der Rattenleber die C,)- und C,,-Polyensiuren im 
wesentlichen aus Linol- und Linolensaure durch Anlagerung von Acetat 
auf der Seite der Carboxylgruppe unter Verlingerung der Kohlenstoff- 
kette um 2 bzw. 4 C-Atome und Einfiihrung neuer Doppelbindungen im 
Divinylmethanrhythmus entstehen. 


Summary 


The uptake of 14C in the C,9- and C,.-polyene acids of the liver lipids 
after administration of labelled acetate (CH,:4CO,Na) has been in- 
vestigated in experiments with rats and rat liver slices. 

The C of the acetate was mainly found in succinic and glutaric 
acid among the dicarboxylic acids formed by degradation of the polyene 
acid mixture. “C was also found in a part of the higher dicarboxylic 
acids while the malonic acid contained only very small amounts. 

The experimental results are in accordance with the view that the 
C,,- and C,,-polyene acids in rat liver are formed essentially from linoleic 
and linolenic acid. Acetate is added at the carboxyl end and the carbon 
chain extended by 2 and 4 carbon atoms respectively, with introduction 
of new double bonds in the divinylmethane pattern. 
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Eine Mikrobestimmung des Ammoniaks, 
insbesondere in Protein-Hydrolysaten 
Von 
F. G. Fischer und Hans Bohn 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. September 1955) 


Zur Charakterisierung der Bestandteile eines Proteins und zur Auf- 
stellung der Stickstoffbilanz nach seiner Hydrolyse ist auBer der Be. 
stimmung der einzelnen Aminosiuren auch die Bestimmung des frei- 
gewordenen Ammoniaks notwendig, sei es, daB es nur durch Hydrolyse 
der Amido-Gruppen (,,Amidstickstoff‘‘) entstanden ist, oder auch durch 
partielle Zersetzung der Aminosiuren. 

Die genaue, aber zeitraubende siulenchromatographische Analyse 
von Protein-Hydrolysaten nach Moore und Stein? gestattet die Be- 
stimmung der Ammonium-Ionen neben der Aminosiuren-Bestimmung 
in den ausflieBenden Fraktionen auszufiihren. 

Die ibrigen, bisher beschriebenen Verfahren zur Ammoniak- 
Bestimmung nach partieller oder vollstindiger Hydrolyse von Proteinen 
verwenden durchweg die Uberfiihrung des Ammoniak-Gases in vor- 
gelegte Saure, entweder in einer Kj eldah1-Mikroapparatur? oder durch 
Aeration nach van Slyke®; sie setzen alle gréBere Mengen Protein- 
Hydrolysat voraus. 

Zur Erginzung der von uns angegebenen quantitativen papier- 
chromatographischen Aminosiuren-Bestimmung*, die mit 5—10 mg 
Protein auskommt, haben wir eine Methode ausgearbeitet, die mit 
30—100 wl eines 1-proz. Protein-Hydrolysats (entspr. 0,3—1,0 mg 
Protein) seinen Gehalt an Ammonium-lonen mit einer Genauigkeit von 
+ 2—3% zu bestimmen gestattet. Das Ammoniak wird im Hydrolysat 
durch Magnesiumoxyd freigemacht und gelangt durch Diffusion in ein 
Trépfchen verd. Schwefelsiure. Seine Bestimmung erfolgt durch Photo- 
metrierung des mit Ninhydrin unter bestimmten Bedingungen gebildeten 
Farbstoffs. 


1 §. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 

2 K. Bailey, Biochem. J. 31, 1406 [1937]; M. W. Rees, Biochem. J. 40, 
632 [1946]; I. C. Lewis, J. biol. Chemistry 186, 23 [1950]. 

3 I. P. Martin u. R. L. M. Synge, Biochem. J. 35, 294 [1941]; H. H. Gor- 
don, A.I. P. Martinu. R. L. M.Synge, Biochem. J. 85, 1371 [1941]; T. J. R. Ma- 
cara u. R.H.A.Plimmer, Biochem. J. 34, 1441 [1940]; G. Secchi, Rend. 
istituto superiore di sanita 5, 915 [1942], zitiert nach Chem. Abstr. 1949, 7531c. 

4 F.G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 824, 544 [1953]. 
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Die von Conway? eingefiihrte Methode der Mikrodiffusion zur 
Bestimmung des Ammoniaks ist nach ihm von verschiedenen Autoren 
in mehrfachen Variationen angewandt worden, sowohl zur Bestimmung 
yon Ammoniumsalzen selbst und von Harnstoff in K6rperfliissigkeiten®, 
wie vom Gesamt-Stickstoff organischer Substanzen’?. Das Ammoniak 
wurde nach Absorption durch Séure mittels Riicktitration oder Farb- 
reaktion mit Nesslers Reagens bestimmt. 

Die Bedingungen der optimalen Reaktion von Ninhydrin mit 
Lésungen von Aminosdéuren und Ammoniumsalzen sind von Moore 
und Stein! genau untersucht worden; nach diesen Autoren wird die 
Farbstoffbildung durch einen Zusatz von Zinn(II)-chlorid verbessert, 
das einen Bruchteil des Triketons zu Hydrindantin reduziert, Nach 
Cocking und Jemm* erhalt man eine bestandigere Lésung des Reagens, 
die nicht unter Stickstoff aufbewahrt zu werden braucht, geringere und 
genauer reproduzierbare Leerwerte gibt und auBerdem nur die Halfte 
der Ninhydrinmenge enthalt, wenn Kaliumcyanid statt Zinn(I1)-chlorid 
als Reduktionsmittel verwendet wird. Als weiteren Vorteil dieser 
Reagens-Mischung geben die Autoren ihre geringere Empfindlichkeit 
gegen Ammoniak an; denn dieses gibt unter den angegebenen Bedin- 
gungen nur 33% des Wertes, der aus der Farbstoffbildung mit Amino- 
siuren zu erwarten wire. Fiir die Bestimmung von Ammoniak ist diese 
Eigenschaft der cyanidhaltigen Lésung nach Cocking und Jemm ohne 
Zweifel ein Nachteil. 

Die systematische Untersuchung der Reaktion von hails, 
Ionen mit Ninhydrin zeigte uns indessen, daB unter abgeanderten 
Bedingungen Farbintensititen erhalten werden kénnen, die jenén von 
Aminosiiuren erzeugten entspiechen. 

Die optimale Cyanid-Konzentration in einer 1-proz. Ninhydrin- 
Lésung liegt bei 0,00007-m., die optimale Dauer der Umsetzung bei 
100° ist 35 Min. (Abb. 1). Die Leerwerte sind gut reproduzierbar und 
betragen nur 30—50% von jenen, die mit der Lésung von Moore und 
Stein erhalten werden, bei gleichen Farbintensitaéten der Analysen- 
Lésungen. 

Da auf 1 Mol.Ammonium-Ionen maximal etwa 0,1 Mol Cyanid 
entfillt, kann die Verbesserung der Farbstoffbildung durch Cyanid 
nicht auf eine stéchiometrische Reduktion des Ninhydrins zuriick- 
gefiihrt werden, wie bisher angenommen; vermutlich verhindert das 





5 KE. I. Conway, Biochem. J. 27, 419, 430 [1933]. 
6 L. Krieger, Ann. biol. chimique (Paris) 9, 519 [1951], zitiert nach Chem. 
Abstr. 1952, 8698b. 

77. Needham u. E.I. Boell, Biochem. J. 33, 149 [1939]; Tonkins, J. 
biol. Chemistry 142, 477 [1942]; D. Seligson u. H. Seligson, J. Lab. clin. Med. 
88, 324 [1951], zitiert nach Chem. Abstr. 1952, 3602g; E. A. Zeller, Helv. chim. 
Acta 28, 1509 [1940]. 

8 K.C. Cocking u. E.W.Jemm, Biochem. J. 58, [1954] I, XII (Proc. 
biochem. Soc.). 
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Cyanid eine Autoxydation des aus Ninhydrin und Ammoniak sich bil- 
denden Zwischenprodukts der Farbstoffbildung. 

In der angegebenen Ausfiihrung werden Farbstoff-Lésungen er- 
halten, deren Extinktionen etwa 7mal gréBer sind, als nach Bestimming 
von Ammoniumsalz-Lésungen gleicher Konzentration mit Nesslers 
Reagens (zubereitet nach Bock- Benedict, mit Wasser 1 : 10 verdiint, 
photometriert mit Licht von 418 my). 








Abb. 1. Ninhydrinreaktion mit 
22,6 ug NH,Cl bei verschie- 
denen KCN-Mengen und ver- 
schiedenen Reaktionszeiten. 
Abszisse: ml 0,01-m. KCN auf 
1 g Ninhydrin. 























Auf Grund dieser gréBeren Empfindlichkeit ist die Farbentwicklung 
mit Ninhydrin jener durch Nesslers Reagens unbedingt vorzuziehen, 
wenn in den verfiigbaren Proben der Analysenlésung 5 ug und weniger 


Ammoniak-N enthalten sind. 


Methodische Angaben 


1. Verwendete Reagenzien 

Magnesiumoxyd-Natriumchlorid-Tabletten (5 Gew.-Tle. NaCl + 1 Gew.-Tl. 
MgO, fein gepulvert und gemischt, zu Tabletten von 0,15g gepreBt); 0,5-n. 
H,SO,; 0,2-m. Citrat-Pufferlésung vom py 5,0; 0,01-m. KCN; 1-proz. Ninhydrin- 
Lésung in Methylcellosolve; Methanol-Wasser 3:2 v/v. 

Die Mischung von 0,35 ml Kaliumcyanid-Lésung mit 50 m/ Citrat-Puffer- 
lésung erfolgt unmittelbar vor dem Gebrauch. Der Zusatz von Natriumchlorid 
zum Magnesiumoxyd erleichtert seine. gleichmaBige Verteilung, verringert die 
Léslichkeit des Ammoniaks in der Lésung und verhindert vor allem durch Er- 
neier"s ihres Dampfdruckes die Bildung von Wassertrépfchen an der Gefab- 
wand. 

In einer mit Natriumhydroxyd alkalisch gemachten Lésung werden Amino- 
siuren, vor allem Cystein, unter Ammoniakabspaltung merklich zersetzt, selbst 
bei Raumtemperatur. Mit Magnesiumoxyd war hingegen auch nach 4 Tagen 
keine Ammoniak-Entwicklung festzustellen. 


2. Diffusion des Ammoniaks aus der Analysen-Lésung 
Als GefaBe werden mit Gummistopfen dicht verschlossene Erlenmeyer- 
Kolbchen von 15 ml Inhalt verwendet. Die Stopfen sind im unteren Drittel zentral 
gebohrt; in dieser Bohrung steckt ein Glasstabchen, an dem ein Glasnapfchen an- 
geschmolzen ist. Darin befindet sich ein Tropfen 0,5-n.H,SO, zur Bindung des 
diffundierenden Ammoniaks. Der Abstand zwischen Saéure und Bodenfliissigkeit 
soll nicht gréBer als 1 cm sein. 





Bd. 302 (1955) Mikrobestimmung des Ammoniaks 281 


Es werden in jeder Analyse mehrere Einzelbestimmungen (z. B. 6), auch der 
leerwerte, ausgefiihrt, um durch Mittelung genauere Werte zu erhalten. 

Wenn gréBere Mengen (> 1 ml) der Analysenlésung zur Verfiigung stehen, 
so pipettiert man je 100 wl in die Kélbchen und fiigt 400 ul Wasser hinzu. Soll 
hingegen méglichst wenig Lésung verbraucht werden, so pipettiert man nur je 
10-20 ul auf vorgezeichnete, flachengleiche Stiicke Filtrierpapier (2x 1,5 cm 
Whatman Nr. 1), schneidet diese nach dem Trocknen mit warmer Luft (Féhn) aus 
und tibergieBt sie in den K6élbchen mit 600 ul Wasser. Nun wird die Magnesium- 
oxyd-Natriumchlorid-Pille eingeworfen, das Kélbchen sofort mit dem das Napf- 
chen tragenden Stopfen verschlossen und durch vorsichtige Bewegung der Boden- 
flissigkeit die Pille zum Zerfall gebracht. Nach 15—20 stdg. Stehenlassen bei 
Raumtemperatur ist die Diffusion des Ammoniaks in das Trépfchen Schwefelsiure 
quantitativ erfolgt. 

Zur Ermittlung der Leerwerte werden weitere Bestimmungen mit einer ent- 
sprechenden Anzahl Kélbchen in gleicher Weise ausgefiihrt. Statt der Analysen- 
Lésung kommen entsprechende Mengen Wasser in die Kélbchen bzw. auch auf 
flachengleiche Papierstiicke. 


3. Farbentwicklung mit Ninhydrin, Photometrierung 
und Auswertung 


Die Stabchen mit dem Schwefelsiure enthaltenden Napfchen werden aus 
' den Stopfen gezogen und in Reagenzglaiser gebracht, in denen sich je 1 ml der 

Citrat-Pufferlsung befindet. Nach Zugabe von je 1 ml der Ninhydrin-Lésung 
werden alle Reagenzglaser, auch die zur Bestimmung der Leerwerte und der Eich- 
' werte, mit Hilfe einer geeigneten Haltevorrichtung gleichzeitig 35 Min. in einem 
lebhaft siedenden Wasserbad erhitzt, dann 5 Min. mit kaltem Wasser gekiihlt. 
Nach Zugabe von 5 mi eines Methanol-Wasser-Gemisches wird die Extinktion der 
Lésungen gemessen (Beckman-Photometer; Licht von 570 mu; 10-mm-Kiivette; 
Methanol-Wasser-Gemisch in der Vergleichs-Kiivette). 

Um Bezugswerte zu erhalten, werden zusammen mit den Analysen-Lésungen 
und der Leerwert-Lésungen auch Ammoniumchlorid-Lésungen bekannter Kon- 
zntration mit Ninhydrin zur Farbentwicklung gebracht. Es geniigt die Bestim- 
mung zweier Mengen (in der GréBenordnung der in der Analysen-Lésung voraus- 
' sichtlich enthaltenen) im Verhaltnis 1:4 oder 1:8, da die Extinktionen auch bei 
_ Konzentrationsunterschieden wie 1:20 der Ammoniakmenge direkt proportional 
sind. AuBerdem ist es erforderlich, die Extinktion der gemischten, erhitzten 
Reagenzlésungen allein zu messen. 

Es werden also beispielsweise bei einer Bestimmung die Extinktionen folgender 
mit Ninhydrin entwickelten Lésungen gemessen: a) 6 Lésungen mit den Schwefel- 
_ siure-Tropfen aus Kélbchen mit Analysen-Fliissigkeit, b) 6 dazugehérige Leerwerte 

aus Kélbchen mit Wasser allein. c) 6 Eichlésungen mit bekannten Ammonium- 
chlorid-Mengen. d) 6 dazugehérige Leerwerte mit den Reagenzliésungen allein. 

Zur Aufstellung der Eichkurve werden von den Extinktionen der Eich- 
lésungen (c) jene der Reagenzlésungen (d) abgezogen; von den Extinktionen der 
Analysenlésungen (a) werden jene der Leerwerte (b) abgezogen. 

Eine solche Analyse mit 6 Einzelbestimmungen und den zugehérigen Kon- 
trollen beansprucht mit schon vorbereiteten Lésungen etwa 1 Stde. zum Ansetzen 
der Diffusionsversuche und 2 weitere Stdn. am nachsten Tag zum Entwickeln 

| ud Photometrieren der Farblésungen. 

Bei einiger Ubung eriibrigt sich die Selbstkontrolle, welche durch Messung 

| der Einzelwerte zur Erkennung der Streuungen gegeben ist. Durch Zusammen- 
gieBen des Inhalts der zusammengehorigen Reagenzglaser nach der Farbentwicklung 
und Verdiinnung mit Methanol-Wasser wird die Zahl der Photometrierungen 
_Wesentlich vermindert und Zeit gespart, bei gleicher Genauigkeit der Ergebnisse. 





Mikrobestimmung des Ammoniaks Bd. 302 (1955) 


4. Empfindlichkeit und Genauigkeit der Methode 


Aus den folgenden 2 typischen Beispielen geht die Empfindlichkeit und Ge. 
nauigkeit der Bestimmungsmethode hervor sowie die GréBe der Streuungen der 
Einzelwerte. 


Vers. Nr. 1 (mit 6,40 ug NH,CI; Vers. Nr. 2 (mit 13,74 ug NH,Cl; 
entspr. 1,70 ug N). entspr. 3,60 ug N). 








Wieder- Ab- 
gefunden N | weichung 
in % 


Wieder- Ab- 
gefunden N | weichung 
in % in % 


{xtink- 
tionen 


Extink- 
tionen 








0,676 99,6 0,4 
0,671 98,9 1,1 
0,704 103,7 5 HY 
0,648 95,6 4,4 
0,686 101,0 1,0 
0,676 99,6 0,4 
0,656 96,7 3,3 
0,686 101,0 1,0 
Mittelwert 99,5°, 1,9% 


y 


. 


. 


. 


Py 








. 


DWAR NODS 


0,316 
Mittelwert 101,0°%, 
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re 
FS SOnw~wane ae = toe 








Zusammenfassung 


Das angegebene Verfahren ist zur Mikrobestimmung des Ammoniaks 
(10—0,2 ug) in kleinsten Mengen von Proteinhydrolysaten geeignet. 
Nach Diffusion in Saure wird das Ammoniak mit Ninhydrin umgesetzt, 
der gebildete Farbstoff photometriert. Die Bedingungen der optimalen 
Farbstoffbildung werden untersucht. 


Summary 


A method is described which is suitable for the micro-estimation 
of ammonia, in quantities between 0.2 and 10 wg, in very small amounts 
of protein hydrolysates. The ammonia is diffused into acid and treated 
with ninhydrin, the dyestuff formed being estimated photometrically. 
The optimum conditions for the formation of the dyestuff are in- 
vestigated. 
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Die Zusammensetzung des Elfenbeins 


Von 
F. G. Fischer und Hans Bohn 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. September 1955) 


Die Zusammensetzung der im Dentin tierischer Zihne enthaltenen 
Proteine ist bisher an keinem Beispiel untersucht worden. Wir teilen 
hier eine Analyse des Elfenbeins mit, insbesondere der in seinem Eiweif 
enthaltenen Aminosiuren. Merkwiirdigerweise waren selbst die an- 
organischen Bestandteile dieses als Werkstoff auch kunstwissen- 
schaftlich interessanten Zahnbeins unseres Wissens bisher nicht be- 
stimmt worden. 


Tab. 1. Anorganische Bestandteile des Elfenbeins. 





in 100 g lufttrockenem E. | in 100 g ge- 
(mit 8,27% Feuchtigkeit) |trocknetem E. 


g Aquiv. g 





19,45 0,970 21,20 
2,16 0,178 2,48 
36,35 1,148 39,53 
1,70 0,057 1,85 


59,66 65,06 
Glihriickstand 59,20 














Die Phosphat-Aquivalente entsprechen genau der Summe der Aqui- 
valente Calcium und Magnesium (1,148/100 g). Natrium und Kalium, 
die nicht bestimmt wurden, kénnen daher héchstens in einer dem 
Carbonat entsprechenden Menge vorhanden sein. Im Bein der Zihne 
von Mensch und Rind sind die beiden Alkalimetallionen insgesamt zu 
051 bzw. 0,61% enthalten!. Der Magnesium-Gehalt ist im Elfenbein 
etwa dreimal gr6Ber als im menschlichen Dentin (mit 0,83% Mg2). 

Die Aminosiuren-Analyse des Elfenbein-Proteins wurde nach 
der in unserem Laboratorium ausgearbeiteten papierchromatogra- 
phischen Methode® ausgefiihrt, die trotz der Anwesenheit anorganischer 
Salze im Hydrolysat unvermindert genaue Werte gab (-+- 2%). 


1 R. Clement, Naturwissenschaften 26, 145 [1938]. 
* M. M. Murray u. I. H. Bowes, Biochem. J. 29, 2721 [1935]. 
3 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 824, 544 [1953]. 
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Aus der Summe der Aminosiiuren-Prozentsitze (Tab. 2) ergeben 
sich (nach Abzug von 5,10% Wasser) 26,30% Protein im lufttrockenen 
Elfenbein, oder 28,60% im getrockneten. 


Tab. 2. Die Aminosauren des Elfenbein-Proteins. 





g Aminosiure 


g Aminosiure 
in 100 g Elfen- 
bein 


g Aminosaéure 
in 100 g Elfen- 
bein-Protein 


in 100 g Dentin. 
Protein * 


(aus menschl. 


(lufttrocken) Zahnen) 





25,30 
10,80 
3,13 
3,82 
1,54 
16,00 
2,77 
0,78 
0,00 
4,48 
2,81 
0,38 
0,71 
9,74 
0,73 
5,28 - 
6,16 
11,70 
12,40 
0,88 


119,41 | 


Glykokoll 
Alanin 


Phenylalanin 
Tyrosin 
Tryptophan 
Serin 


Glutaminsaure 
Oxyprolin 
Oxylysin 














Summe 31,40 107,19 


Durch die bestimmten Mengen anorganischer Bestandteile, Protein 
und Feuchtigkeit werden 94,2% der Elfenbein-Substanz erfaBt. Der 
Rest diirfte im wesentlichen auf chemisch gebundenes Wasser und 
weitere organische Stoffe (z. B. Lipoide) zuriickzufiihren sein. 

In den Elfenbein-Hydrolysaten wurde papierchromatographisch 
auch Galaktosamin nachgewiesen; doch liegt seine Menge nicht iiber 
0,1%>5. Aus dem Dentin menschlicher Zihne sind 0,64% Chondroitin. 
schwefelsiure isoliert worden*, was ungefihr 0,2 Galaktosamin ent- 
spricht. 

Sehr bemerkenswert ist die nahe Ubereinstimmung in der Zusam- 
mensetzung des Dentin-Proteins aus menschlichen Zahnen, des einzigen 
bisher niéher analysierten, und des Elfenbein-Proteins (Tab. 2). 


4 Nach W. C. Hess, C. Lee u. B. A. Neidig, J. Dental Res. 81, 791 [1952): 
Chem. Abstr. 1958, 2785e. Die Aminosaiuren wurden teils nach colorimetrischen, 
teils nach mikrobiologischen Methoden bestimmt. 

5 Bestimmt nach F.G. Fischer u. H. J. Nebel, diese Z. 802, 10 [1955]. 

6 W.C. Hess u. C. Lee, J. Dental Res. 31, 793 [1952]; Chem. Abstr. 1953. 
3433 h. 
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Beschreibung der Versuche 


Zur Verfiigung stand eine Scheibe von 7 cm Durchmesser vom Zahn eines 
afrikanischen Elefanten; aus ihrem gesamten Querschnitt wurden gleichmaBig 
fine Spine herausgefrast. Alle Prozentangaben sind auf diese nicht weiter vor- 
behandelte, lufttrockene Substanz bezogen. Bei 60°/0,1 Torr iiber P,O, verlor 
sie 8,27°%, an Gewicht. Der Gliihriickstand wurde durch Erhitzen im elektrischen 
fen auf 600° ermittelt. Die Bestimmung des Ca-, Mg- und PO,-Gehaltes 
des Gliihriickstandes wurde komplexometrisch nach Schwarzenbach’? ausgefiihrt, 
wobei vor Titration der Erdalkalien die Phosphat-Ionen mit einem schwach basi- 
schen Anionenaustauscher entfernt*®, vor Fallung des Phosphats als Magnesium- 
ammonium-Salz die stérenden Metall-Ionen durch Komplexon maskiert wurden®. 

Gef. je %: Ca: 19,52, 19,39 Mg: 2,12, 2,21 PO,: 36,35 

Der Carbonat-Gehalt wurde durch Zersetzung des Elfenbein-Pulvers mit 
Salzsiure und gasvolumetrische Bestimmung des Kohlendioxyds ermittelt. Ge- 
funden: 1,24, 1,27, 1,24% CO,. 

Die papierchromatographische Analyse der Aminosaduren im Elfenbein- 
Hydrolysat erfolgte in der friiher angegebenen Weise*. Da sich jedoch im Phenol 
(px 1)-Chromatogramm Cystin von Oxylysin nicht trennen laBt, muB die erst- 
gnannte Verbindung nach Oxydation mit Wasserstoffperoxyd’® als Cystein- 
siure mit Phenol (py 12) als Verteilungsmedium chromatographiert und bestimmt 
werden. Die Oxydation wird durch Auftragen von 10 yl 30-proz. Wasserstoff- 
proxyd auf die Startlinie ausgefiihrt}°. 

Oxylysin selbst la8t sich mit Phenol (px 6,2) von allen iibrigen Aminosauren 
abtrennen und bestimmen. 

Ermittelt wurden als Summe der Stickstoff-Prozente der chromato- 
grphisch bestimmten Aminosauren (4,79) und 0,23% N des im Hydrolysat ge- 
fundenen Ammoniumsalzes: 5,02% N. 

Die Verbrennungsanalyse (Dr. A. Schoeller, Kronach i. Franken) ergab 
501% N. 

Zusammenfassung 

Eine quantitative Analyse der anorganischen Bestandteile des 
Elfenbeins und der in seinem Protein enthaltenen Aminosiuren wird 
mitgeteilt. 

Summary 
A method is presented for the quantitative determination of the 


inorganic constituents of ivory and of the amino acids contained in its 
protein. 


_ 7G.Schwarzenbach, Die komplexometrische Titration, Enke-Verlag 
Stuttgart 1955. 
, 8 G. Brunisholz, M.Genton u. E. Plattner, Helv. chim. Acta 36, 782 
[1953]. 
® F. Huditz, u. H. Flaschka, Z. analyt. Chem. 185, 334 [1952]. 
10 ©, E. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1947]. 
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Uber neuraminsaurehaltige Glykoproteide 
des Blutserums 
Von 
E. Klenk und W. Stoffel 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1955) 


Nachdem es vor kurzem Béhm und Baumeister? gelungen ist, 
aus den Gesamtproteinen des menschlichen Blutserums Methoxy.- 
neuraminsaure als Spaltprodukt zu gewinnen, berichten wir im folgenden 
iiber die Isolierung dieser Verbindung aus Fetuin®, einem Glykoproteid, 
das im Blutserum von neugeborenen Kilbern und Kalberféten vor. 
kommt und das sich daraus nach einem verhiltnismaBig einfachen Ver- 
fahren in gréBeren Mengen darstellen laft. 

In dem Serum von Kiilberféten fanden wir den relativ hohen 
Neuraminsaure(NS)-Gehalt von 112 mg% _ [0,04(0,05) ccm Serum, 
E = 0,805(0,975)], entspr. 45(56) y NS, nach Béhm und Mitarbb.', 
wahrend fiir das menschliche Serum Werte von 40—65 mg% angegeben 
werden. Durch Papierelektrophorese nach dem Verfahren von Grass- 
mann und Hannig* (250 V, 10mA, Veronal-Veronal-Na-Puffer, 
pu 8,6, Ionenstirke 0,05) konnten 3 anodisch laufende Eiweiffraktionen 
abgetrennt werden, die einer Albuminfraktion sowie einer o,- und 
%)-Globulinfraktion entsprachen. Jede der 3 Fraktionen wurde gegen 
dest. Wasser dialysiert und gefrieigetrocknet. Albuminfraktion: gef. 
2,1% NS*, «,-Globulinfraktion: gef. 2.89, NS: «,-Globulinfraktion: 
gef. 0% NS. 

Beschreibung der Versuche 


Fetuin: 1200 cem Plasma, das:aus Oxalatblut von Kalberféten im 6. bis 
9. Monat gewonnen war, wurde auf Fetuin nach dem Verfahren von Deutsch’ 
aufgearbeitet. Von der Vorschrift wichen wir nur insofern ab, als nach der Aus 
fallung des Fibrinogens, der Albumine und eines Teils der Globuline mit Trichlor- 
essigsiure (mit Alkohol ausgewaschene und getrocknete Substanz: gef. 0,89, NS) 
das in Lésung verbliebene Fetuin nach der Dialyse durch Gefriertrocknung und 
nicht durch Fallung mit Ammoniumsulfat gewonnen wurde. Trockenriickstand 
(Rohfetuin) 14,9 g, gef. 5,4% NS. 


* Die Albuminfraktion enthielt noch «,-Globulin. 
P. Bohm u. L. Baumeister, diese Z. 300, 153 [1955]. 

2 K. O. Pedersen, Nature [London] 154, 575 [1944]. 

3 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954}. 
W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
H. F. Deutsch, J. biol. Chemistry 208, 669 [1954]. 
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Nach Abtrennung des mit Alkohol leichter fallbaren Anteils (3,2 g eines 
praunlichen Pulvers, gef. 4,9°/, NS) erhielt man 7,1 g des gereinigten Fetuins. Leicht 
grau gefarbtes Pulver, das sich in Wasser gut lést. Papierelektrophoretisch war die 
Substanz einheitlich. Bei der Priifung mit der Ultrazentrifuge ergab sich eine kleine 
Verunreinigung mit einem anderen Protein. Tab. 1 enthalt die Analysenergebnisse 
yon diesem Fetuinpraparat und zum Vergleich die von Deutsch gefundenen 
Werte, ebenso die entsprechenden Werte des Mukoproteids, das von Weimer u.a.® 
aus normalem menschlichem Plasma gewonnen wurde. 


Tab. 1. Vergleich der chemischen Zusammensetzung verschiedener Serum- 
Glykoproteide. 





YN % Hexose |%Hexosamin| % NS 





Fetuin 
eigene Darstellung 12,4 5,3* 9,9 6,0 
Werte von Deutsch®.. . 13,39 9,5 etwa 8 _— 

Mukoproteid von Winzler® . 10,1 16,4 11.9 8,0** 








* Differenz von 15,2% Gesamtzucker berechnet als Galaktose (bestimmt nach Somogyi’) 
und 9.9% Hexosamin (bestimmt nach Elson u. Morgan, mod. von Blix’). 


** Nach Angaben von Béhm u. Mitarbb.* 


Methoxy-neuraminsaure: Die Methoxy-NS wurde aus dem Fetuin nach 
der Methode von Klenk und Lauenstein® gewonnen. Aus 6 g Substanz erhielt 
man 1,95 g Ba-Salze (gef. 9,4/9,3°% NS). Die Menge der aus waBrigem Alkohol und 
schlieBlich aus Wasser umkristallisierten, reinen Methoxy-NS betrug 67 mg oder 
19% d. Theorie. Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvak. bei 65° getrocknet. 


4,800 mg: 7,500 mg CO,, 3,030 mg H,O; 3,822 (3,441) mg: 1,218 (1,105) ccm 
1/100 HCl (Mikro-Kjeldahl). 


C,,H,,0,N Ber. C 42,44 H6,80 N 4,50 
Gef. C 42,6 H 7,06 N 4,46 (4,50) 


Spezif. Drehung : 18,49 mg gelést in 0,5089 g Wasser, c = 3,633; bei 20° im 1-dm- 
Rohr. a: — 2,045. [a]70": — 56,5°. 


Der Wert stimmt mit dem der Methoxy-NS aus Rindersubmaxillarismucin® 
befriedigend iiberein. Ebenso gibt die Substanz bei der NS-Bestimmung genau 
dieselbe Extinktion wie diese. Auch bei der papierchromatographischen Priifung 
igen beide Substanzen dasselbe Verhalten?!®. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


6 H. E. Weimer, J. W. Mehl u. R.J.Winzler, J. biol. Chemistry 185, 
61 [1950]. 

* M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

* G. Blix, Acta chem. scand. 2, 467 [1948]. 

* E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

10 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
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Zusammenfassung 


Fetuin aus Blutplasma von Kalbeiféten enthalt 6% Neuraminsiug 
Letztere wurde in Form der kristallisierten Methoxylverbindung isolig 
welche mit der Methoxy-neuraminsiure aus Rindersubmaxillarismiug 


identisch ist. 
Summary 
Fetuin from the blood plasma of calf foetuses contains 6 per cg 
of neuraminic acid. The latter was isolated in the form of the crystallij 
methoxy compound which is identical with the methoxyneurami 
acid from bovine submaxillary mucin. 








